





























































































































































































AAF      aggregative adherence fimbria 
A/E      attaching and effacing 
ATEC      atypical enteropathogenic E. coli  
ATP      adenosine triphosphate 
BFP      bundle‐forming pilus 
BSA      bovine serum albumin 
CFA      colonization factor antigen 
CFSE      carboxyfluorescein succinimydil esther 
CSR      class switch recombination 
DAEC      diffusely adhering E. coli 
DAF      decay accelerating factor 
DAPI      4,6‐Diamidino‐2‐phenylindol 
DC      dendritic cells 
ddH2O      double‐distilled water 
DNA      desoxyribonucleic acid 
dNTPs      desoxynucleotides triphosphate 
EAEC      enteroaggregative E. coli 
ECM      extracellular matrix 
EcN      E. coli Nissle 1917 
EHEC      enterohemorrhagic E. coli 
EIEC      enteroinvasive E. coli 
EPEC      enteropathogenic E. coli 
ETEC      enterotoxigenic E. coli 
FC      flow cytometry 
~ VI ~ 
 
FCS      fetal calf serum 
FITC      fluorescein isothiocyanate 
GALT      gut‐associated lymphoid tissue 
GM‐CSF     granulocyte‐macrophage‐colony stimulating factor 
HBMEC     human brain microvascular endothelium cells 
IEC(s)      intestinal epithelial cell(s) 
IF      immunofluorescence 
IFR      interfollicular T cell areas 
IgA      immunoglobulin A 
IL      interleukin 
IPTG      isopropyl‐β‐D‐thiogalactopyranosid 
LEE      locus of enterocyte effacement 
LPS      lipopolysacharide 
LDH      lactate dehydrogenase 
miRNA      micro‐RNA 
MOI      multiplicity of infection 
NEAA      non‐essential amino acids 
OD      optical density 
OSM      oncostatin M 
PAI      pathogenicity island 
PBMC      peripheral blood mononuclear cells 
PCR      polymerase chain reaction 
PE      phycoerythrin 
PF      paraformaldehyde 
PI      propidium iodide 
PMN      polymorphonuclear cell 
~ VII ~ 
 
PRR      pattern recognition receptor 
RNA      ribonucleic acid 
RT      room temperature 
RT‐PCR      real time polymerase chain reaction 
SED      subepithelial dome 
SEM      scanning electron microscopy 
TGF      tumor growth factor 
TJ      tight junction 
TLR      Toll‐like receptor 
TNF      tumor necrosis factor 
TSLP      thymic stromal lymphopoietin  
TTSS      type III secretion system 






















is  specifically  adapted  to  and  special  to  the  individual  organism.  In  some  cases  these 
interactions are so  important that deprivation of  its microflora  is  lethal  for the host. Other 
bacteria have developed survival strategies that involve the exploitation of resources of the 
host,  and  others might  even  be  pathogenic  in  causing  a  plethora  of  different  diseases  in 
plants and animals. At first  look an answer to the question  ’what makes a pathogen’ might 
appear  rather  simple  as  pathogenicity  was  defined  more  than  40  years  ago  as  ’the 




it  is  known  that  Staphylococcus aureus  is  a normal  resident of human  skin  and  the nasal 
cavities of many  individuals where  it normally causes no harm  (Hu et al., 1995). However, 
given permissive circumstances e.g. conditions that compromise the host’s immune system, 
such  as  an  organ  transplant  or  chronic  or  acquired  immunodeficiencies  this  bacterium 
becomes  a  devastating  pathogen  that  is  particularly  feared  in  hospitals.  It  is  generally 
accepted that pathogen differs from non‐pathogens by the presence of virulence factors. A 
virulence  factor  is defined  as  a determinant  that  causes damage  to  the host  cell, or,  in  a 
broader sense, a determinant required  for the survival of  the pathogen  in the host  (Wren, 
2000).  Generally,  there  are  few  main  tasks  a  pathogen  has  to  accomplish  for  being 
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successful:  to  multiply,  to  adhere  well,  to  reach  the  tissue  or  organ  of  destination,  to 
establish  infection  (Finlay and Falkow, 1997). Accomplishing  these  tasks at one or another 
stage involves undermining the host’s immune system. 
  Determinants needed  for adhesion are denoted virulence  factors  in a broader  sense, as 
members of the normal microflora also need to adhere well to the host surfaces and in many 
cases similar mechanisms are used.  ’Adhesins’ can be grouped  into pili  (fimbrial) and non‐
pilus  (afimbrial)  adhesins.  Pili  are  fimbrial  surface  organelles  (appendages)  that  differ  by 
structure and assembly pathway.  Some of  the pili  types are  shared by a great number of 
pathogens,  and  others  are  typical  for  specific  strains  or  species.  Afimbrial  adhesins  vary 
widely  in  their  structure  and  specificity  to  certain  eukaryotic  (glyco)proteins  (Soto  and 
Hultgren, 1999).  
  Many pathogens are  invasive, that  is they are able to enter certain type of cells and may 
often use them as a protected environment  for replication and persistence. Some bacteria 
are  promoting  their  phagocytosis  by  normally  non‐phagocytic  cells  such  as  epithelial  or 
endothelial  cells. Other  bacteria  are  able  to  survive  even  inside  phagocytes, which might 
actually help to further disseminate the pathogens in the host organism (Finlay and Falkow, 
1997).  
  For  further  establishment  of  infectious  diseases  pathogenic  bacteria  employ  various 
strategies, commonly also  including mechanisms to suppress or subvert the host’s  immune 
system. Salmonella typhimurium and Shigella flexneri, for example, are known to cause the 




encoding  genes  are  often  clustered  in  distinct  genomic  regions  now  referred  to  as 
pathogenicity  islands  (PAI)  that can also be  found on a  (virulence) plasmid.  It  is commonly 
assumed  that  these  specific  genomic  regions  or  PAIs  have  been  acquired  by  horizontal 
transfer.  PAIs  exhibit  a  different  G+C  content,  are  flanked  by  direct  repeats  or  insertion 
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diarrhoea  that  is  especially  threatening  for  young  children  (Nataro  and  Kaper,  1998). 
Diarrhoea  is  responsible  for  approximately  2 million  deaths  annually  (Ochoa  et  al.,  2008; 
Bryce et al., 2005), mostly in developing countries. Based on their specific phenotype and the 
expression  of  characteristic  virulence  factor  profiles  diarrhoeagenic  E.  coli  are  currently 
divided  into  7  groups  (Kaper  and  Nataro,  2004;  Gärtner  and  Schmidt,  2004). 




al.,  2004).  Enterotoxigenic  E.  coli  (ETEC)  produce  several  toxins  (thermostable  and 
thermolabile  enterotoxins).  The  thermolabile  toxin  (LT)  was  shown  to  be  delivered  into 
epithelial cells  in vesicles  (Qadri, 2005; Lasaro et al., 2008; Johnson et al., 2009; Roy et al., 
2009).  Enterohemorrhagic  E.  coli  (EHEC)  secrete  Shiga  toxins,  are  often  associated  with 
bloody  diarrhoea,  and  can  cause  severe  complications  such  as  the  hemolytic  uremic 
syndrome  (HUS)  (Thorpe et al., 2004; Ogura et al., 2007). Atypical enteropathogenic E. coli 
(ATEC)  are  closely  related  to  EPEC  and  EHEC,  but  cannot  be  included  in  neither  of  these 
groups as they do not express Shiga toxins and do not harbor the EAF plasmid of EPEC strains 
(Gärtner  and  Schmidt,  2004;  Müller  et  al.,  2009).  Diffusely  adhering  E.  coli  (DAEC)  are 







BFP  –  bundle‐forming  pilus;  Stx  –  Shiga  toxin;  CFA  –  colonization  factor  antigen; GM1  and 
GD1b – host surface glycosphingolipids; ST – heat stable toxin; LT – heat  labile toxin; AAFs – 







group  of  pathogens,  that  also  includes  the  murine  pathogen  Citrobacter  rodentium  is 
characterized by  the  formation of A/E  lesions on  infected  intestinal  layer. A/E  lesions  are 
characterized  by  local  microvilli  destruction  and  the  formation  of  actin‐rich  protrusions 
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afimbrial  adhesin  that mediates  adhesion  to  epithelial  cells.  It mediates  strong  intimate 
adhesion of the bacteria to the host cells due to interactions with the Tir protein, located in 
the membranes of the epithelial cells. Tir is a bacterial protein which is translocated into the 
host  cell  cytosol  and  inserted  into  the  cytoplasmic  membrane  with  following  Tir 
phosphorylation  (see  1.2.4.2.).  Tir‐intimin  interaction  occurs  between  the  C‐terminus  of 
intimin and the middle region of Tir (Hartland et al., 1999; de Grado et al., 1999). Intimin was 
also shown to harbor a C‐type lectin module in addition to two immunoglobulin‐like domains 




putative  receptor  for  intimin on  the  surface of epithelial  cells.  It was  shown  that purified 
intimin  induces  colonic  hyperplasia  in mice  (Higgins  et  al.,  1999;  Torres  et  al.,  2005)  and 
activates  T‐cells  (Goncalves  et al.,  2005;  Torres  et al.,  2005). Additionally,  a  receptor was 
purified from HEp‐2 cells which is recognized by EHEC intimin and which was later identified 
as nucleolin (Sinclair and O’Brien, 2002; Torres et al., 2005).  




harbored by EPEC but not by ATEC. Besides  the bfp operon  required  for pilus biosynthesis 
also  the per operon  is  located on  the  EAF plasmid. Per  is necessary  for  the  regulation of 







These  strains have been  coined  ’diffusely  adhering E.  coli  (DAEC)’.  Some DAEC were  later 
found to harbor the LEE pathogenicity island (see below) but to lack the EAF plasmid (Beinke 
et al., 1998). These strains are therefore not able to produce BFP and are usually referred to 
as  atypical  EPEC  (aEPEC,  ATEC).  ATEC  is  now  considered  an  emerging  pathogen  (Trabulsi       
et  al.,  2002;  Nguyen  et  al.,  2006).  Daniel  Müller  et  al.  developed  a  fast  method  to 
differentiate EPEC, ATEC, and EHEC using multiplex PCR (MPCR) with four primers pairs – to 
escV (as a marker for LEE), bfpB (as a marker for EAF plasmid), stx1 and stx2 (for Shiga‐toxins 
type 1 and 2).  In this setup the escV marker has to be  found  for all LEE‐positive strains,  in 
EPEC strains there are additionally bfpB, and  in EHEC there are additionally one or both of 
the stx genes (Müller et al., 2006). Moreover, the MPCR was subsequently extended to allow 





    In EPEC, all genes needed  for  the manifestation of  the A/E phenotype are  located on a    
35‐kb pathogenicity island (PAI) usually referred to as ’locus of enterocyte effacement’ (LEE). 
The  LEE  is both necessary and  sufficient  for A/E  lesion  formation  (Dean et al., 2005).  It  is 
located on the chromosome and as all PAIs has most likely been acquired by horizontal gene 










Altogether  the  TTSS  apparatus  consists  of  approximately  20  proteins  (Hueck,  1998; 
Winstanley and Hart, 2001; Gophna et al., 2003.). At  the cytoplasmic site of  the  secretion 
machinery there is an ATPase that provides the energy needed for transport of the secreted 
proteins  via  the  needle  complex  into  the  target  cell.  The  ATPase  is  connected  to  the 
membrane‐anchored proteins in the inner membrane. These proteins are reminiscent of the 
assembly  apparatus  for  flagella, which  suggests  a  common  evolutionary  origin.  The  inner 
membrane complex is connected to a multimeric protein in the outer membrane, which has 
homology to the PulD – secretin of the type  II secretion systems  (Hueck, 1998).  In EPEC, a 
surface appendage of varying length is generated by the polymerization of the EspA protein 
(Knutton et al., 1998; Daniell et al., 2001; Cleary et al., 2004). The overall structure of  the 





membrane‐anchored  parts  under  higher  magnification  are  shown.  Taken  from  Marlovits        
et al., 2004. 
 
    One more  TTSS  feature  distinguishing  this  secretion  system  from  other,  sec‐dependent 





this  region  (Michiels  and  Cornelis,  1991).  Some  authors  favored  the  hypothesis  that  the 
secretion  signal might be  located on  the 5’ end of  the mRNA  (Anderson and Schneewind, 
1997).  TTSS‐dependent  effector  proteins  of  different  species  can  exert  many  different 









2001). Genes designated esc  (EPEC  secretion) are encoding  structural proteins of  the TTSS 
which  also  have  orthologs  in  the  Yersinia  TTS  apparatus.  Sep  genes  (secretion  of  EPEC 
proteins) have no orthologs in the Yersinia TTS apparatus, but were presumed to be part of 
the EPEC TTS apparatus as demonstrated later for SepQ, SepD (rorf6) and SepL (Deng et al., 









































































































NleH1  PP2  Pro‐inflammatory     
EspJ  PP2  Anti‐phagocytosis     
NleB2  PP4  Unknown     
NleC  PP4  Unknown     
NleD  PP4  Unknown     
NleG  PP4  Unknown     
NleH2  PP6  Pro‐inflammatory     
NleF  PP6  Unknown     
NleA 
(EspI) 







NleE2  IE2  PMN transepithelial migration Nucleus   
EspG2/ 
Orf3 
IE5  As with EspG     
NleB1  IE6  Unknown     
NleE1  IE6  PMN transepithelial migration Nucleus   
EspL2  IE6  Unknown     
EspL1  IE2  Pseudogene     
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NleB3  IE2  Pseudogene     
EspO  PP6  Pseudogene     
Cif  PP2  Pseudogene     














   One  of  the  first  translocated  proteins  identified  was  the  Tir  where  Tir  stands  for 
translocated  intimin  receptor. Tir was  first discovered as  the host cell  receptor  for  intimin 
designated Hp90 and was thought to be a eukaryotic protein of the target cell. Only a  few 
years  later  it became apparent that EPEC provide their own receptor as a bacterial protein 
that  is  injected  into the host cell cytosol by the TTSS – hence translocated  intimin receptor 
Tir.  Tir‐intimin  interaction mediates  intimate  adhesion  of  bacteria  to  host  cells, which  is 
necessary  for  virulence.  Following  translocation  into  the host  cell  cytosol  Tir  is  integrated 
into the eukaryotic membrane with  its C‐terminus  located  in the cytoplasm of the host cell 
where  in EPEC  it  is phosphorylated by host  tyrosine kinase(s)  (Hartland et al., 1999). After 
phosphorylation Tir recruits a number of proteins to the bacterial attachment site, such as 
Nck, N‐WASP, Arp 2/3 complex, and  IQGAP‐1  that are directly or  indirectly  involved  in  the 
induction  of  actin  polymerization.  Thus  the  orchestration  of  factors  that  are  essential  for 
actin  polymerization  in  the  end  leads  to  actin  polymerization  underneath  bacterial 
attachment sites and results in pedestal formation (Fig. 5). For Tir translocation the secretion 
of the proteins EspB, EspA and EspD is needed (Kenny et al., 1999). However, Michgehl et al. 
were  able  to  show  that  Tir  is  also  able  to  insert  into  the  host  cell membrane  in  an  Esp‐




  Map  (mitochondrial‐associated  protein)  is  targeted  to  mitochondria  causing  their 
dysfunction, and  is also  involved  in the formation of filopodia. Apparently, Map cooperates 
with EspF to cause these effects and in addition was also shown together with EspF and EspG 
to be involved in the breach of barrier functions.  







in  interactions with SH3‐domain containing proteins. EspF was shown to be  involved  in cell 
death that has been described in EPEC infected cells without affecting adhesion (Crane et al., 






of  several  factors  that  subvert actin dynamics and  lead  to pedestal  formation. One of  the 
proteins  involved  in  these  processes  is  EspH.  EspH  is  translocated  into  the  host  cell 
cytoplasm and localizes directly at the bacterial attachment site. EspH is involved in filopodia 
withdrawal and pedestal formation as EspH mutants are unable to resolve filopodia but still 
form  pedestals.  EspH  over‐expression  leads  to  a  strong  repression  of  filopodia  formation 
and,  in addition,  results  in heightened pedestals  (Tu et al., 2003).  In general,  it  should be 
noted  that  EPEC  effectors  are  often  multifunctional,  cooperative  and  also  functionally 
redundant (Dean and Kenny, 2009). 
  Interesting  results were obtained employing  in vitro organ culture systems. Under  these 
conditions it was shown that Tir mutants form so‐called ’effacing bacterial footprints’ on the 
epithelial cells surface, where no pedestals are generated, but microvilli are effaced at the 
site  of  bacterial  attachment.  From  these  sites  bacteria  can  easily  detach  as  Tir‐intimin 
interactions are not possible. EspB mutants, being necessary  for TTS apparatus  formation, 
induce  the  same  phenotype  as  other  TTSS  deficient  mutants,  so‐called  ‘non‐effacing 
footprints’.  This  phenotype  is  characterized  by  limited  elongation  of  microvilli  around 
attached bacteria that can easily detach as in this case adhesion only occurs through intimin. 
Map and EspH mutants produce so‐called pedestal footprints, with the formation of typical 
A/E  lesions.  The  only  obvious  difference  from  wild  type  strains  is  that  on  some  of  the 
pedestals bacteria were no longer present. Possible reasons for such an effect are not quite 




probably by  the modulation of Tir‐intimin  interactions. EspF mutants  still  form A/E  lesions 
but are not able to elongate adjacent microvilli (Shaw et al., 2005).   
     A  number  of  TTSS  substrates  have  been  identified  that  are  encoded  outside  the  LEE. 
Accordingly, these proteins were designated  ’non‐LEE encoded’ or Nle. Later some of them 
were  renamed Esp,  such as EspJ and EspI, or were given a name  reflecting  their  function, 
such as Cif. These factors are encoded on genetic loci associated with prophages (designated 
PP2,  PP4  and  PP6)  or  IS  elements  (designated  IE2,  IE5  and  IE6)  (Dean  and  Kenny,  2009;   
Table  1).  Among  the  non‐LEE  encoded  effectors  is  the  cycle  inhibiting  factor  Cif,  which 








show  that  EspI  of  EPEC  inhibits  protein  secretion  by  binding  to  the  Sec24  protein  that  is 
involved in intracellular vesicular transport of proteins (Kim et al., 2007).  
  Three  to  four major  steps  can  be  described  in  the  EPEC  infection  process  (Nataro  and 
Kaper, 1998). The first step involves the adherence of bacteria to targeted host cells, initially 
mediated through BFP and intimin. In the second step, the TTSS apparatus is assembled and 
secretion  of  effectors  begins.  After  the  Tir‐intimin  connection  is  established  intimate 
adhesion occurs. During this process also various effectors are secreted including Map, which 
triggers  filopodia  formation  by  activating  Cdc42. Map  is  also  interacting  with  ezrin  and 
activates  the  RhoA/ROCK  cascade which  stabilizes  filopodia.  This  stage  ends when  Tir  is 








(Goosney  et  al.,  1999;  Celli  et  al.,  2001;  Marches  et  al.,  2008),  and  the  hemolysis  of 
erythrocytes  (Warawa et al., 1999;  Ide et al., 2001). Cell death of HEp‐2, HeLa, and Caco‐2 
epithelial  cell  lines was  shown  to  be  dependent  on  BFP  and  to  some  extent  on  intimin 
expression.  Strains  lacking BFP  showed  significantly  less  cell death  then wild  type  strains. 
Both apoptosis and necrosis were shown to take place in infected cells, in approximately the 
same  ratios  (around  15%  for  each  of  the  cell  types).  Interestingly,  BFP  mutants  cause 
significantly less apoptotic events and only weakly influenced necrotic cell death, whereas in 
infections  with  intimin  mutants  only  the  necrotic  cells  death  events  were  significantly 
reduced (Abul‐Milh et al., 2001).  
  EspF and the non‐LEE encoded effector EspJ are  involved  in the antiphagocytotic effects. 
EspF prevents  the actual phagocytosis of  the bacteria,  therefore bacteria are attached but 
not  internalized and are therefore still able to promote the formation of A/E  lesions and to 
mediate additional effects on the host cells. Antiphagocytotic effects were shown to involve 






activity which might  be  instrumental  for  this  effect.  EspA  is  possibly  needed  just  for  the 
delivery of proteins to the host cell membranes. As no other proteins except EspA, EspB, and 








    Most  of  the  studies  on  EPEC  pathogenesis were  conducted  using  epithelial  cell  lines  in 
vitro. However,  in  vivo  the  situation  is  certainly more  complex. The  very  first barrier  that 
enteropathogens face  in the gut  is the normal microbiota. Newly  incoming pathogens must 
compete with  earlier  arrivals  and  commensals  for  available  space,  niches,  and  resources. 
There are around 400 species in the normal human gut, which are very well adapted to this 
habitat  based  on  long‐term  co‐evolution.  In  order  to  protect  their  respective  niches 
commensals usually express factors supporting their survival which includes factors involved 
in iron uptake, adhesion to and modulation of epithelial layer functions (Hooper and Gordon, 
2001;  Sonnenburg  et  al.,  2005;  Zoetendal  et  al.,  2008).  Therefore,  commensals  are 
maintaining a delicate balance with the host’s defense systems and are contributing to the 
education and homeostasis of the  low‐level ’inflammatory conditions’ of the gut‐associated 
lymphoid  tissues  (GALT).  Due  to  these  properties  some  commensals  have  actually  found 
therapeutic  and/or  prophylactic  applications  and  –  in  some  cases  –  have  been  used  for 
decades  as  ’probiotics’.  Probiotics  are  defined  as  microorganisms  that  when  applied  in 
adequate  numbers  exert  a  health  benefit  to  the  host.  The  longest  known  probiotics  are 










moreover,  has  been  shown  to  reduce  also  inflammation  in  the  gut  (Grabig  et  al.,  2006). 
Further effects  include  the  improvement of epithelial barrier  integrity  (Zyrek et al., 2007), 
and  the  restriction of  invasion and proliferation of pathogenic bacteria  (Altenhoefer et al., 
2007; Reissbrodt et al., 2009; Leatham et al., 2009). In a mouse sepsis model (Arribas et al., 
2009)  the EcN  strain  induced ß‐defensin‐2  secretion  (Wehkamp et al., 2004).  Induction of    
β‐defensin‐2  was  reported  for  quite  a  few  probiotic  bacteria  including  EcN  but  not  for 
pathogens  or  non‐pathogenic  commensal  strains.  EcN  is  inducing  β‐defensin‐2  expression 
and secretion in Caco‐2 cells. The induction was shown to be dependent on NF‐κB and AP‐1 
as  specific  inhibitors of NF‐κB  (Helenalin) and c‐Jun N‐terminal kinase abolished  the effect 
(Wehkamp et al., 2004). Later flagellin was found to be responsible for the effect (Möndel et 
al., 2009). Using INT407 cells (human embryonic intestinal epithelial cells) EcN was found to 
protect  against  invasion  of  several  pathogens  such  as  S.  enterica  sv  typhimurium,  Y. 
enterocolitica,  S.  flexneri,  L.  pneumophila,  and  L. monocytogenes.  45  –  65%  reduction  in 
invasion efficiency was observed, and this effect was not due to direct bactericidal effects of 
EcN, as the viability of pathogenic strains was not altered (Altenhoefer et al., 2003). EcN was 
also  shown  to  inhibit  TNF‐α‐induced  IL‐8  transactivation  in epithelial  cells  (HCT15, human 
colonic epithelium cell  line). For this  live EcN bacteria are needed, but  interestingly contact 
to epithelial cells is not necessary. Inhibition is connected to IL‐8 promoter suppression and 
is  not  caused  by  blocking  of NF‐κB  (Kamada  et  al.,  2008). Among  the  fitness  factors  that 




      Microcins  are  a  group  of  low‐molecular weight  (generally  less  than  5000)  antibacterial 
peptides  that  are  secreted  by  some  members  of  the  Enterobacteriaceae  family.  The 
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antibacterial  activity  of microcins  is  usually  restricted  to  species  of  the  same  family.  The 






al.,  1993;  Metlitskaya  et  al.,  1995;  Fomenko  et  al.,  2001).  EcN  was  reported  to  have 
bactericidal activity (Nissle, 1925; Papavassiliou, 1959, 1961) that was later connected to the 
production of two microcins, M and H47 (Patzer et al., 2003). Genes encoding both microcins 










instability.  Recently  they  were  purified.  Presence  in  susceptible  strains  of  at  least  one 
siderophore receptor (FepA, Fiu or Cir) and inner membrane protein TonB were shown to be 
necessary for microcins H47 and M action (Patzer et al., 2003; Vassiliadis et al., 2009).  
    Microcin H47 was  shown  to need  the H+ pump activity of ATPase,  though  it  is  currently 
unknown whether ATPase is its final target (Trujillo et al., 2001; Rodriguez and Lavina, 2003). 
An immunity protein for the H47 microcin is encoded by the mchI gene (Fig. 6.). MchI is a 69‐
amino  acid  protein with  two  predicted  transmembrane  domains  pointing  to  a membrane 
location for this protein although the mechanism of MchI protective action remains unclear. 
It has similarities to proteins that are involved in the respiratory chain, such as cytochrome b 








    In addition  to  the  interactions with  the  resident microflora  incoming pathogens  interact 
with the epithelial barrier where they have to overcome several defense mechanisms of the 








the  mucus  layer  formed  by  glycoproteins  called  mucins.  Some  mucins  are  expressed 
constitutively, others changes the expression upon an infection (Li et al., 1998; Linden et al., 
2008). There are  several mucins produced by  intestinal epithelial cells,  some of  them  stay 
bound  to  epithelial  cells,  others  are  secreted  and  form  a  viscous  gel  all  over  the  apical 
surface of epithelial cell linings (Atuma et al., 2001; Hattrup and Gendler, 2008). Penetration 




    Innate  immunity  mechanisms  of  protection  include  the  production  of  defensins 
(Menendez  and  Finlay,  2007)  and  the  secretion  of  immunoglobulin  A  (IgA).    For  IgA 
production antigens have to be sampled at the luminal side of the intestinal barrier (Mora et 
al.,  2006).  Acquisition  of  bacteria  from  the  luminal  side  can  proceed  by  sampling  of  the 
luminal  content by M  cells  (membranous or microfold  cells). M  cells  are  characterized by 
stumpy  and  shortened microvilli  and  are  interspersed  in  the  follicle‐associated epithelium 
(FAE) of Peyer’s patches and also  in  the epithelium of neighbouring villi  (Owen and  Jones, 
1974;  Nicoletti,  2000;  Janga  et  al.,  2004). M  cells  are  able  to  transcytose  phagocytosed 
particles or bacteria  from the gut  lumen directly to antigen‐presenting cells  (macrophages, 




    Another  cell  type  able  to  sample  luminal  contents  are  dendritic  cells  which  form 
protrusions  from  the  basolateral  side  of  the  epithelial monolayer  to  the  luminal  side  – 
apparently  without  disturbing  the  tight  junctions  (TJs)  (Steinman,  1991;  Rescigno  et  al., 






DC  take up bacteria  and migrate  to  the  lymph node  for  antigen presentation. DC  are  the 
most abundant immune cells at mucosal surfaces as well as in the skin representing the first 
frontiers against infection. They are recruited in large numbers upon contact with potentially 
harmful  organisms  (Chieppa  et  al.,  2006;  Niess  et  al.,  2005).  Commensal  bacteria  were 
shown  to survive  in DC of mice  for up  to 60 hours. They are  then  transported  for antigen 
presentation to mesenteric  lymph nodes. However, they do not proceed further, therefore 
inducing only local responses (Macpherson and Uhr, 2004 a, b; Sansonetti, 2001).  
     Before  contact  with  antigens,  DC  are  immature,  i.e.  they  have  high  capability  for 
phagocytosis and antigen degradation, do not express costimulatory molecules, and exhibit 
low  migratory  properties.  After  contact  with  antigens,  DC  maturate,  indicated  by  the 
expression  of  several  costimulatory  molecules  such  as  CD83,  CD86.  In  addition,  their 
migratory potential  is  improving whereas phagocytosis  and  antigen degradation efficiency 




at  the  luminal  side  and  no  danger  signals  sensed  by  IECs)  IECs  are  producing  certain 








Fig.  8.   Differences  in  the  ability  of DC  to  prime  certain  types  of  lymphocytes  depending  on 











being  exposed  to  proinflammatory  stimuli  such  as  LPS  (Iwasaki  et  al.,  1999).    TSLP  is 
expressed mostly by epithelial  cells, where  the highest expression  can be observed  in  the 







can be  seen  in Fig. 8, TSLP‐conditioned DC  favor Th2  cell  lineage  for priming, main  ligand 
responsible for such selection was shown to be OX40 (Ito et al., 2005). The TSLP receptor is a 
heterodimer  that  includes  the  specific TSLP‐R  subunit and  IL‐7‐Rα  subunit. As well as  IL‐7, 
TSLP induces STAT‐5 signalling, however, without activating JAK kinase, as it was reported for 
IL‐7 (Liu et al., 2007).  
    In  case  of  infection,  IECs  start  to  secrete  numerous  factors  that  attract  immune  cells 
including DC.  The  newly  incoming,  non‐conditioned DC  are  able  to  induce  Th1  responses 
(Sansonetti,  2004;  Iliev  et  al.,  2007).  Infection  is  sensed  by  IECs  by  so‐called  pattern‐
recognition receptors (PRRs) including toll‐like receptors (TLRs), most of which are located at 
the basolateral  surface or  in  the cytoplasm  to avoid  initiating active  immune  responses  to 
the  gut  microflora  but  being  able  to  react  immediately  to  invasive  pathogens  (Rakoff‐
Nahoum et al., 2004).  
    One of the best‐studied responses is the secretion of IL‐8, which is induced, for example, in 
response  to  flagellin  triggering  TLR5.  IL‐8  is  a  chemoattractant  for  leukocytes  and  causes 
neutrophil  infiltration  with  further  acute  inflammation  and  tissue  damage.  Anti‐IL‐8 
antibodies are able to suppress  inflammation  in a various conditions connected with acute 
inflammation  (lung  reperfusion  injury,  LPS‐induced  dermatitis,  etc.)  in  murine  models 
(Harada  et  al.,  1994).  The  biological  activity  of  IL‐8  is mediated  through  the  G‐protein‐
coupled receptors CXCR1 and CXCR2, which upon activation signal downstream to activate 
such factors as NF‐κB, AP‐1, STAT‐3, and β‐catenin (Waugh and Wilson, 2008). 
    In summary  it  is quite apparent  that  the  intestinal barrier  is a complex  frontier where a 
well‐balanced structure is maintaining gut homeostasis by promoting tolerance to microflora 
and  ‐  at  the  same  time  ‐ by being  able  to  induce  rapid  immune  responses  to pathogenic 
microorganisms.  These  functions  are  only  possible  due  to  an  intricate  interplay  between 
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    The goal of  this  study was  the  characterization of molecular and  cellular  interactions of 
immune  cells  at  the  intestinal  barrier with  enteric  Escherichia  coli  using  a  cell  culture  or 
tissue culture model system.  
    For  this  special  attention  should  be  directed  to  the  interactions  of  primary  human 
monocyte‐derived DC and, alternatively, of the monocytic cell  line THP‐1 as model  immune 
cells. On  the microbial side  interactions with several E. coli strains  including  the prototype 
EPEC strain E2348/69 (serotype O127:H6) as a representative pathogen, the probiotic E. coli 
Nissle 1917  (serotype O6:K5:H1),  and  the  common  laboratory  strain C600  for  comparison 
were  investigated.  In order to mimic the  interaction of DC with  intestinal epithelial cells, a 




cell  death.  In  addition,  to  obtain  a more  global  view  on  changes  in  gene  expression  in 
response  to  pathogenic  or  commensal  bacteria microarray  technology  and  qRT‐PCR were 







































15  g  agar  (AppliChem)  per  liter  of  standard  I‐medium. When  necessary,  sterile  antibiotic 






NaCl      81.9 g 
KCl      2 g 




HEPES      0.1 M 
NaCl      1.4 M 







































Name of antibody/reagent  Conjugate Manufacturer  Application
Primary antibodies and fluorescent substances
Rabbit antihuman CD14  PE Acris FC 
Mouse antihuman CD11c  ‐  Myltenyi Biotech  FC 
Mouse antihuman annexinV   FITC AbD Serotec  FC 
Mouse antihuman CD86  FITC Invitrogen  FC 
Propidium Iodide (PI)  ‐ Sigma FC 
DAPI  ‐ Pierce IF 
Carboxyfluorescein succinimydil esther (CFSE) ‐ Sigma IF 
Phalloidin  Texas Red Molecular Probes  IF 




























































































































    Caco‐2  cells were  grown  in DMEM High Glucose medium  supplemented with  10%  FCS,   
100  µg/ml  penicillin  and  streptomycin,  non‐essential  amino  acids  (NEAA)  and  human 
transferrin. When cells reached 80 – 90% confluency they were split as follows: after removal 
of  the medium,  the cells were washed once with PBS and gently shaken  for 2‐3 min. Then      
3 ml  (per 75  cm2  flask) 0.025 %  trypsin were  added  and  the  cells were  incubated  for 2‐3 

























then performed 800xg  for 35 min  (no brakes). Peripheral blood mononuclear  cells  (PBMC) 
band was collected and washed twice with Spinner medium (each centrifugation for 6 min, at 
600xg and at 500xg). The  isolated cells were  left to adhere  for 1 hour  in 6‐well plates with 
approximately 107 cells per well in 2 ml of RPMI 1640 medium with FCS 10 % and 100 µg/ml 
penicillin  and  streptomycin.  Cells were washed with warm  PBS without  Ca2+  and Mg2+  5 
times.  Subsequently,  2 ml  of  RPMI  1640 medium with  FCS  10%,  100  µg/ml  penicillin  and 
streptomycin,  100  ng/ml  IL4  and  25  ng/ml GM‐CSF were  added. Medium was  exchanged 







    The  filters were pre‐cooled  for 1 hour at  ‐20°C, then placed upside down  in a sterile box 






ml), while  the  filters were  left  upside  down.  The  box with  filters was  placed  in  the  37°C 







after 2 weeks of  cultivation.  In  some experiments, DC were  labeled with  carboxyfluorescein 
succinimydil ester  (CFSE) before adding to the  filters. For this, the DC were centrifuged and 
resuspended  in  2 ml  of  RPMI1640 medium without  FCS.  CFSE was  then  added  to  a  final 
concentration  5 µM  for  10 minutes  (RT).  Subsequently,  the  cells were washed  twice with       









for 4 or 5 hours.  Then  the  cells were  centrifuged, washed once with PBS,  resuspended  in   
100 µl PBS, and then propidium  iodide  (PI) was added to a  final concentration of 10 µg/ml 





additional  flow  cytometric  analysis  (see  2.2.18).  The  percentage  of  necrotic  cells  was 
estimated using a Cytotoxicity kit following the manufacturer’s instructions. Briefly, following 
infection 50 µl of the cell suspension were added to a 96‐well plate (3 wells per probe) and 
lysed  using  provided  lysis  buffer  at  37°C  for  40 min.  Cell  supernatants were  prepared  by 
centrifugation and added  to  the wells of a  fresh 96‐well microtiter plate  (50 µl, 3 wells  for 
each sample). The substrate for lactate dehydrogenase (LDH) was then added for 30 min, and 
the reaction stopped by adding Stop Solution. The LDH levels were measured colorimetrically 
at  490  nm  using  a  Molecular  Devices  plate  reader.  After  the  data  was  acquired  from 
experimental wells  the negative control value was subtracted. To  relate  the LDH  results  to 









added  and  the  incubation  was  continued  for  16  hours.  The  contents  of  each  well  were 
centrifuged at 400xg for 4 min, the supernatants were taken and again centrifuged 12000xg 
for 5 min and filtered through 0.45 µm pore size filters. The assay ‐ basically a sandwich ELISA 
‐  was  then  performed  according  to  the  manufacturer’s  instructions.  Briefly,  1  ml  of 
supernatant was added  to a membrane pre‐coated with antibodies  to  the cytokines under 
investigation (2 spots for each cytokine), then second and third antibodies were added with 
washing  intensively  after  each  step.  The  third  antibodies were  conjugated  to  horseradish 
peroxidase  (HRP) that enables detection and quantification with a Lumi‐Imager  (Mannheim 
Boehringer).  Obtained  background  values  were  subtracted  to  get  final  results  for  signal 













    Bacterial  cells  transformed with  the  pVLT33‐GFP  plasmid were  inoculated  in  1.5 ml  of 
medium and grown overnight at 37°C. Overnight cultures were diluted 1:100, let to grow for 











and  calculation was  repeated 3  times. For  the quantification of bacterial cells 10 µl of  cell 
suspension  (for  overnight  bacterial  cultures  –  diluted  1:100) were  added  to  the  counting 
chamber  between  the  grid  surface  and  a  coverslip  tightly  pressed  to  each  other  before 













in 2.5 ml of  soft agar  (0.8%) with 0.2 mM dipyridyl, and  the presence of growth‐inhibition 
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zones was  assessed  after  16  hours.  Strains  that were  found  to  be  affected were  further 
subjected  to  co‐incubation  tests.  For  this  the microcin  producing  strain  (and mutant  as  a 
control) was mixed 1:1 (107 cells of each strain) with the particular strain under study or the 













Voltage    2500 V       Capacity    0.0025 F 











after  the  initial pelleting,  the cells were put on  ice  (and all  following procedures were also 







    For examination by  immunofluorescence  following  the  specific  treatment  adherent  cells 
were immediately washed once with PBS and fixed with PFA (4% solution in PBS) for 20 min. 
Non‐adherent  cells were  first placed onto poly‐L‐lysine  treated  glass  (for  acquiring poly‐L‐
lysine  glasses  100 µl  of  poly‐L‐lysine  solution was  added  on  top  of  glasses  for  5 minutes, 
washed with ddH2O and dried) in a 24‐well plate for 30 minutes at room temperature in the 








the  filters  were  placed  on  top  of  the  liquid  and  a  few  drops  were  added  to  the  upper 









termination  of  the  infection  the  cells  were  washed  twice  for  5 min  with  D‐PBS  and  2% 
glutaraldehyde  in  PBS  was  added  overnight  at  4°C.  Embedding  was  performed  at  room 
temperature.  First  the  filters  were  washed  with  D‐PBS  three  times  for  10  min,  and 
dehydrated  using  a  graded  series  of  ethanol  (30 min  30%,  30 min  50%,  overnight  70%). 
Subsequently  90%  ethanol was  applied  for  30 min  followed  by  96%  ethanol  for  30 min. 


















PBS  (in  case  if  anti‐annexin V  antibodies were  used  cells were washed  once with  binding 
buffer  and  resuspended  in  70  μl  of  binding  buffer).  Antibodies  were  then  added  in  the 
appropriate dilutions and  incubated  for 30 – 60 minutes  in  the dark at RT.   The cells were 
then washed  twice with PBS  and  then either  resuspended  in 200 µl of 1% PFA  in PBS  for 
further  analysis,  or  in  500  µl  of  1%  BSA  in  PBS  if  secondary  reagents  are  to  be  applied. 
Secondary reagents were added for 30 minutes, and the cells were again washed twice with 
PBS  and  resuspended  in  200  µl  of  1%  PFA  in  PBS.  Then  the  cells  were  monitored  and 







µg/ml of  gentamycin was  added  for  2 hours  and  then  the RNA was  isolated using  a High 








    Following  infection  the  cells were  centrifuged at 400xg  for 4 min and  then washed with 
PBS.  Then  4 ml  of  TRI  reagent  (Sigma) was  added  and  pipetted  up  and  down  for  a  few 
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minutes  until  the  solution was  no  longer  viscous.  Cells  and  cell  debris were  removed  by 
centrifugation at 9000xg for 10 min at 4°C and the supernatant was transferred into a fresh 
tube. Chloroform was then added to 20% (i.e. 0.2 ml chloroform for each 1 ml TRI reagent). 











(Roche)  and  a  thermocycler  (Biometra). Briefly,  1 µg of RNA was  taken  for  each  reaction, 
mixed with 1.3 µl of poly‐T primer  (final concentration 1 µM) and water  in a way  that  the 
final  volume was  13  µl.  The master mix were  then  prepared  by  calculating  7  µl  for  each 
reaction  (4  µl  buffer,  2  µl  dNTPs,  0.5  µl  RNAse  inhibitors,  0.5  µl  polymerase).  The 
thermocycler program was the set using the following parameters: 
Preheating    99°C 




          Denaturation                 85°                     5 min 
        cooling                            4°C                     as necessary 
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    Samples  were  then  frozen  at  ‐20°C  for  further  analysis  or  processed  immediately  by      
qRT‐PCT  (Light  Cycler,  Roche).  Samples  preparation  for  qRT‐PCR  was  performed  on  ice. 
Appropriate dilutions were prepared  (in  this study  the  following dilutions were used: 1:10, 
1:20, 1:50, 1:100). The required amount of capillaries were prepared (for each sample: 2 for 
each  primer  of  interest  and  4  for  housekeeping  gene  primer  +  negative  control  for  each 
primer), to each 4 µl of water was added (and 6 µl to negative controls capillaries). Then 2 µl 





Denaturation      95°C    10 sec 
Primer annealing    60°C    10 sec 
Extension      72°C    12 sec 
                                                1 cycle: 
Melt        65°    15 sec 
                                                1 cycle: 















    EcN was  tested  for  growth  inhibition  activities  towards  various  E.  coli  strains. An  initial 
antagonistic  test  assessed  growth  inhibitory  activities  of  EcN  by  overlaying  the  tested 
bacteria  in  soft agar on  top of agar with EcN or SK22D  (microcin‐negative mutant of EcN) 
















EPEC E2348/69  +  EAEC 02/1850  ‐ 
EPEC Cigleris  +  EAEC Fu 297‐1  ‐ 
EPEC 5274  +  EAEC Fu 214‐4  ‐ 
ATEC 9812  +  EAEC Fu 154‐2  + 
ATEC B6  +  EIEC 99‐10281  + 
ATEC 0036/78  +  EIEC 99‐10282  ‐ 
ATEC 0181‐6/86  +  EIEC 02‐10479  ‐ 
ATEC 660‐79  +  EIEC 99‐10280  ‐ 
ATEC 10459  ‐  EIEC 99‐10283  ‐ 
ATEC 10419  ‐  EIEC 00‐4745  + 
ATEC 3431  ‐  EHEC 493/88  + 
ATEC 11638  ‐  EHEC 5720/96  ‐ 
ATEC 15740  ‐  EHEC 2996/96  ‐ 
ATEC 15716  ‐  EHEC EDL933  + 
ATEC 1972‐1/85  ‐  E. coli B BL 21  ‐ 





    Examples of  lysis zones after 18 hours of  incubation are shown  in Fig. 9. The diameter of 












    Each of  the  tested  strains was  transformed with  the pVLT33‐GFP plasmid  and  then 107 
cells were  inoculated  in 3 wells of a 12 well plate  in 1.5 ml of RPMI 1640 medium without 
antibiotics.  To  two of  the wells equal numbers of  EcN or  SK22D bacteria were  added.  To 
assess  survival of  the bacteria,  after 4 hours of  incubation  serial dilutions  from each well 
were  plated  on  agar  with  30  µg/ml  kanamycin,  incubated  at  37°C  overnight,  then  the 













































































































































that  all  typical  EPEC  strains  are  susceptible  to  EcN microcins.  Among  laboratory  strains 
tested, the E. coli B strain was found to be susceptible (E. coli BL21) whereas the K‐12 strain 
was found to be resistant (E. coli C600). 
Fig. 10.    Inhibitory effect of E.  coli Nissle 1917 on  the multiplication of  various different E.  coli 
strains. (Please note that a logarithmic scale has been used for the ratios of the [strain in 












microcins  and  aggregates  were  either  not  formed  or  disappeared  during  the monitoring 
period of 4 hours (Fig. 11). Although occasionally multicellular structures could be observed 
when ATEC B6 was cultivated prior to the addition of EcN, these included much less bacteria 

































































    THP‐1 cells (appr. 106)  in 2 ml of RPMI 1640 medium  in 12‐well plates were  infected with 
EPEC E2348/69 bacteria with a MOI of 10 and  incubated at 37°C 5% CO2  for 4 hours. The 
contents  of  each well were  applied  to  poly‐L‐lysine  treated  coverslips  to  attach  the  cells, 
which  were  washed,  fixed  with  PFA,  and  stained  with  anti‐Tir  antibodies,  Texas  Red 
conjugated  phalloidin,  and  DAPI.  Alternatively,  GFP‐expressing  bacteria  were  used. 
Fig. 12. Inhibitory effect of EcN on the growth of the biofilm‐forming strain ATEC B6. (Please note 



















Fig. 13. Pedestal  formation after  infection with EPEC E2348/69‐GFP on THP‐1  cells  (stained with   







effect, we  also  investigated  cell  death  of  THP‐1  cells  after  5  hours  of  incubation  to  see 
whether  the  TTSS mutants  listed  above might  only  postpone  but  not  abolish  cell  death.     
Fig. 14 represents the percentage of cells that excluded PI and were therefore not affected. 
Surprisingly,  under  these  conditions  we  observed  that  with  both  tir  and  eaeA  (intimin) 
mutants the lethality rates were comparable to those of the wild type strain and only for the 
TTSS‐negative  (∆escN) mutant  and  the  espD mutant  the  ability  to  cause  cell  death  was 
abolished.  Infection with  the  ∆sepZ  as well  as with  ∆espB,  ∆espF,  and  ∆map  resulted  in 
intermediate  levels  of  PI  inclusion.  Interestingly,  it  had  been  reported  that many  events 
triggered by EPEC such as pedestal  formation are postponed but not completely abolished 
for sepZ mutants (Devinney et al., 2001). The tendency of these TTSS mutants for a reduction 
in THP‐1 cell viability are clearer when compared  to  the viability of cells  infected with EcN 
which was used as a control of dying just because of nutrient depletion. Therefore, it should 
be concluded that the factor(s) responsible for THP‐1 cell death are/is secreted by the TTSS 
























infection  the  cells  were  incubated  with  anti‐annexin  V  antibodies.  Fig.  15  gives  the 
percentage of annexin V positive cells as identified by flow cytometry.  






























determined using a Cytotoxicity kit  (Sigma) to evaluate whether cell  lysis occured  following 


























































most  of  the  bacteria  were  tightly  bound  together  forming  large  conglomerats  that  also 
included  THP‐1  cells.  Almost  no  eukaryotic  cells  were  found  not  to  be  part  of  such  a 
multicellular  structure.  The  ∆tir  mutant  showed  a  similar  phenotype,  only  that  the 
conglomerats were  smaller  including  5  –  10  cells,  and  that  also  some  isolated  cells were 
found. In this setup, the wild type strain was not different from an escN mutant. Both strains 
did not  induce multicellular structures, although THP‐1 cells were  found  in groups of 3 – 8 
cells.  EcN  infected  cells were  not  different  from  uninfected  cells  used  as  controls  in  that 
these did not induce formation of any multicellular aggregates. 
 
Fig. 16. LDH  release by THP‐1 cells  infected  for 7 hours with EPEC,  its mutants, and EcN. Bars 
reflect the ratio of [OD490 cells supernatant/OD490 cell lysate] for each set‐up in arbitrary 






Fig.  17.  THP‐1  cells  infected  with  different  EPEC  mutants  and  EcN  for  5  hours.  As  a  control 











for  their  permeability  for  PI.  The  percentage  of  live  intact  cells  (excluding  the  dye)  after 
bacterial  infections  is  given  in  Fig.  18.  Only wild‐type  EcN  but  not  the microcin‐negative 
mutant SK22D was able to abolish the negative effects  from EPEC  infections. This  indicates 
that  the  rescue  is based on  the bactericidal activity of H47 and/or M microcins. Therefore, 






Fig. 18. THP‐1 viability  in co‐infections with  two bacterial  strains. The percentage of cells  that 







    Infection  with  non‐pathogenic  E.  coli  K‐12  C600  bacteria  was  found  to  enhance  the 
attachment of DC and THP‐1  cells  to various  surfaces while  cells  infected with pathogenic 
EPEC  bacteria more  often  detached.  EcN‐infected  cells  behaved  as  the  uninfected  cells. 
Enhanced adhesion was observed  to all  tested  surfaces, namely 24‐well plates  for  the cell 
culture, FCS or ECM treated coverslips, and untreated glass surfaces. To further  investigate 
this effect THP‐1 cells were seeded either  in 24‐well plates  for  tissue culture or  in 24‐well 
plates with untreated glass coverslips on  the bottom of  the wells. Bacteria were added  to 
THP‐1 cells with a MOI of 10 for 4 hours. Then the supernatant with non‐adherent cells was 
removed  and  adherent  cells  were  washed  gently  with  warm  PBS  (37°C)  followed  by 
immediate  fixation  with  4%  PFA.  Then  six  micrographes  were  taken  for  each  well  in 
















    To  further  investigate  this  effect  we  performed  transmigration  experiments  to  assess 
whether  the migration  capabilities of DC and THP‐1  cells might also be affected  following 
infection  with  different  E.  coli  strains.  For  transmigration  experiments  human  brain 




hours.  Subsequently,  the  cells  were  harvested  by  centrifugation  (400  g  for  4  min), 
resuspended  in 200 µl of  fresh medium with  antibiotics  and  then  added  to  the  confluent 
Fig. 19.   Adhesion of THP‐1  cells  to  tissue  culture 12‐well plates  (blue) or  to untreated glass 
coverslips  (red) after 4 hours of  infection with  indicated  strains. Average amount of 




























































































Infection was  performed  for  2  hours with  a MOI  of  10,  then  100  µg/ml  gentamycin was 
added for 2 hours, followed by the isolation of total RNA. The RNA was monitored for purity 
and  its  concentration was determined. A microarray  chip  (Human Genome U133 Plus  2.0 
Array) was used to assess the gene expression profile. Data were then analysed for statistical 
significance employing GeneSpring GX Software. All  results with P‐values higher  than 0.05 





were  not  taken  into  account.  From  statistically  significant  data  only  values  indicating  a 
change of expression 2‐fold or higher were considered for further analysis.  
    Based on these parameters, four groups of genes were identified: i) genes up‐regulated in 
both EcN and EPEC  infected cells,  ii) genes down‐regulated  in both EcN and EPEC  infected 
cells, iii) genes up‐regulated for EPEC but down‐regulated for EcN, and iv) genes up‐regulated 
for  EcN  but  down‐regulated  for  EPEC  infected  cells.  For DC most  of  the  genes  altered  in 
transcription were regulated with a similar trend, however, often to a different extent. Seven 
genes were shown  to be down‐regulated  in EcN and up‐regulated  in EPEC and 41 genes – 
vice  versa  (Fig.  22).  For  THP‐1  cells more  genes  identified  during  the microarray  analysis 



































BIC  miRNA‐155 precursor bic  8.9 up  up  11.7
CCBP 2  chemokine binding protein 2  6.5 down  up  2.3
CCL2  chemokine (C‐C motif) ligand 2  3.3 up  up  8.2
CCL5  chemokine (C‐C motif) ligand 5  2.0 up  up  4.5
CCL14   chemokine (C‐C motif) ligand 14  1.8 NA  up  2.2
CCL20  chemokine (C‐C motif) ligand 20  688.8 up  up  1882.2
CCL22  chemokine (C‐C motif) ligand 22  1.2 NA  up  2.7
CXCL2  chemokine (C‐X‐C motif) ligand 2  3.4 down  up  10.7
CXCL3  chemokine (C‐X‐C motif) ligand 3  1.5 NA  up  6.8
CXCL5  chemokine (C‐X‐C motif) ligand 5  1.2 NA  up  2.3
CXCL11  chemokine (C‐X‐C motif) ligand 11  33.7 up  up  15.1
CXCR4  chemokine (C‐X‐C motif) receptor 4  3.6 up  up  3.0










IL1A  interleukin‐1A  2.0 NA  up  13.2
IL1B  interleukin‐1B  3.8 up  up  6.1
IL1RAP  interleukin‐1 receptor accessory protein  8.1 up  up  5.1
IL6  interleukin‐6  8.0 up  up  28.2
IL6R  interleukin‐6 receptor  2.8 up  up  2.8
IL10  interleukin‐10  1.6 NA  up  10.7
IL12B  interleukin‐12B  1.4 NA  up  2.7
IL23A  interleukin‐23A  4.1 up  up  14.9
LIF  lymphocytes inhibitory factor  10.9 up  up  63.5
NEDD4L  ubiquitin‐protein ligase NEDD4‐like  4.9 up  up  7.2
OSM  oncostatin M receptor  1.4 NA  up  5.7
SOCS3  supressor of cytokine signaling 3  6.7 up  up  27.3
SOCS4  supressor of cytokine signaling 4  2.7 up  up  2.1
TGFBR1  tumor growth factor‐β receptor 1  2.3 down  down  4.3
TNF  tumor necrosis factor  2.2 down  up  5.4
TNFAIP6  TNF‐α interacting protein 6  3.1 up  up  6.0
TNIP3  TNFAIP3 interacting protein 3  1.8 NA  up  5.2
TNFSF8  TNF (ligand) superfamily, member 8  7.1 up  up  4.6
TNFSF9  TNF (ligand) superfamily, member 9  1.6 NA  up  3.8
TSLP  thymic stromal lymphopoietin  7.8 up  up  9.9
VEGFA  vascular endothelium growth factor A  3.9 up  up  6.9
Cytoskeleton/adhesion/migration 
CTTN  contactin  3.2 up  up  7.5
COL8A2  collagen 8‐α‐2  24.0 down  up  2.1
DNM2  dynamin‐2  19.8 up  up  16.5
EDN1  endothelin 1  1.1 NA  up  3.1
FILIP1  filippin‐1  5.4 up  up  7.8
IQCG  IQ domain containing CG  10.6 up  up  5.6
IQGAP2  IQ domain containing GAP 2  11.6 up  up  4.2
MAP9  microtubules associated protein 9  3.4 down  up  2.7
TPM4  tropomyosin 4  1.7 NA  up  3.7




16.0 down  up  2.1
SEP9  septin 9  13.1 down  up  3.4
STON2  stonin 2  2.8 up  up  11.8
VAMP2  vesicle‐associated membrane protein 2 
(synaptobrevin 2) 




ANTXR1  antrax receptor 1  6.0 down  up  2.0
BAMBI  BMP and activin membrane‐bound 
inhibitor 
13.8 up  up  22.3
CD44  CD44 molecule  1.8 NA  up  2.2
ICHTHYIN  Ichtyin protein  20.4 up  up  88.6
TLR1  toll‐like receptor 1  10.8 down  down  2.6
Signal transduction 
AKAP11  protein kinase A anchoring protein A  2.8 down  down  7.4
TOLLIP  Toll interacting protein  2.5 up  up  2.8
Kinases/phosphatases/gene expression regulators 
CREM  cAMP responsive element modulator  4.2 up  up  2.7
EGR1  early growth response 1  4.9 up  up  10.9
HIPK1  homeodomain interacting protein kinase 1 1.1 NA  up  2.1
JAK1  Janus kinase  1.6 NA  up  4.3
IRAK2  IL1 receptor‐associated kinase 2  3.8 up  up  10.3
IRAK3  IL1 receptor‐associated kinase 3  1.0 NA  up  2.2
IRF4  interferon regulatory factor 4  1.0 NA  up  2.8
IRF5  interferon regulatory factor 5  2.5 down  down  2.1
IRF6  interferon regulatory factor 6  1.6 NA  up  3.0
MAP2K3  MAP kinase kinase 3  6.2 up  up  7.5
MAP3K4  MAP kinase kinase 4  2.1 up  up  2.5
MAP3K8  MAP kinase kinase 8  1.4 NA  up  2.7
MAP3K7IP3  MAP kinase kinase kinase 7 interacting 
protein 
2.5 up  up  3.4
MAPK8IP3  MAP kinase kinase kinase 8 interacting 
protein 
7.4 down  up  3.3
MAPKAP1  Mitogen‐activated protein kinase 
associated protein 1 
3.5 down  down  2.2
MAPKAPK2  mitogen‐activated protein kinase‐
activated protein kinase 2 
1.0 NA  up  2.7
MKNK1  MAP kinase interacting serine/threonine 
kinase 1 
4,7 down  down  4,9
SMAD6  SMAD family member 6  2,2 up  up  2,2
STAT5B  signal transducer and activator of 
transcription 5B 
3,0 up  up  3,3
STK35  serine/threonine kinase 35  2,3 down  down  4,1
TNIP2  TNFAIP3 interacting protein 2  1,8 NA  up  2,6
TRAF1  TNF receptor‐associated factor 1  6,3 up  up  13,9
TRAF3  TNF receptor‐associated factor 3  2.8 down  down  4.4
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TRIM25  tripartite motif‐containing 25  2.9 up  up  6.6
Junction proteins 
CLDN1  claudin 1  1.7 NA  up  2.1
CTNNB1  catenin beta‐1  3.9 up  up  2.8
EMP1  epithelial membrane protein 1  2.3 up  up  2.2
PCDHB15  protocadherin beta 15  3.4 up  up  12.3
ZO‐2  zona occludens 2  2.9 up  up  2.6
Apoptosis 
BAG4  BCL2‐associated athanogene 4  2.2 down  down  2.0
BCL2L1  BCL2‐like 1  1.6 NA  up  2.3
BCL2L11  BCL2‐like 11  2.1 down  down  2.9
BCL6  B‐cell CLL/lymphoma 6   1.1 NA  up  2.4
BCL10  B‐cell CLL/lymphoma 10  5.2 up  up  7.9
BCL11A  B‐cell CLL/lymphoma 11A  2.4 up  up  3.7
BCOR  BCL6 co‐repressor  3.3 down  down  4.6
CASP8  caspase 8   3.1 down  down  3.0
CASP12  caspase 12  5.0 up  up  5.4
CFLAR  CASP8 and FADD‐like apoptosis regulator  2.3 up  up  2.0
CRADD  CASP2 and RIPK1 domain containing 
adaptor with death domain 
1.4 NA  up  2.1
PERP  p53 apoptosis effector related to PMP22  1.8 NA  up  3.0
TRADD  TNFRSF1A‐associated via death domain  2.2 down  down  2.0
 
Table 9.   Gene expression in DC infected with EPEC or EcN. For convenience of analysis, genes were 















CCL2  chemokine (C‐C motif) ligand 2  8.6 up  up  19.1
CCL4  chemokine (C‐C motif) ligand 4  179.9 up  up  370.3
CCL8  chemokine (C‐C motif) ligand 8  5.4 up  up  8.0
CCL14/CCL15  chemokine (C‐C motif) ligand 14/15  3.2 up  down  3.3
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CCL18  chemokine (C‐C motif) ligand 18  3.5 up  up  7.1
CCL20  chemokine (C‐C motif) ligand 20  233.1 up  up  984.0
CCR1  chemokine (C‐C motif) receptor 1  1.5 NA  down  2.2
CCR2  chemokine (C‐C motif) receptor 2  5.8 down  down  4.8
CCR9  chemokine (C‐C motif) receptor 9  4.6 up  up  2.3
CX3CR1  chemokine (C‐X3‐C motif) ligand 1  8.6 down  down  2.1
CXCL3  chemokine (C‐X‐C motif) ligand 3  121.0 up  up  766.8
CXCL1  chemokine (C‐X‐C motif) ligand 1  15.1 up  up  85.6
CXCL2  chemokine (C‐X‐C motif) ligand 2  31.9 up  up  166.1
CXCL6  chemokine (C‐X‐C motif) ligand 2  2.9 up  up  4.2
CXCL9  chemokine (C‐X‐C motif) ligand 9  10.7 up  up  14.9
CXCL10  chemokine (C‐X‐C motif) ligand 2  16.9 up  up  33.0
CXCL11  chemokine (C‐X‐C motif) ligand 11  5.4 up  up  13.3
CXCR7  chemokine (C‐X‐C motif) ligand 2  2.8 up  NA  1.3
IFNA7  interferon‐α‐7  2.2 up  NA  1.6
IFNA10  interferon‐α‐10  3.7 up  down  4.5
IFNB1  interferon‐β‐1  2.7 up  up  35.2
IL1A  interleukin‐1A  7.3 up  up  21.6
IL1B  interleukin‐1B  61.1 up  up  217.2
IL1RAP  interleukin‐1 receptor accessory protein  4.2 up  up  5.2
IL6  interleukin‐6  3.6 up  up  4.5
IL8  nterleukin‐8  163.0 up  up  325.0
IL9R  interleukin‐9 receptor  3.6 up  up  2.2
IL10RA  interleukin‐10 receptor antagonist  2.1 up  NA  1.5
IL12A  interleukin‐12A  2.6 down  down  5.0
IL12B  interleukin‐12B  16.2 up  up  53.8
IL17C  interleukin‐17C  2.3 up  NA  1.0
IL21R  interleukin‐21 receptor  11.1 down  NA  1.4
IL23A  interleukin‐23A  7.5 up  up  10.7
MIDN  midnolin  1.0 NA  down  15.0
OSTF1  osteoclast stimulating factor 1  1.5 NA  down  2.0
POSTN  periostin  1.9 NA  down  7.3
SOCS1  supressor of cytokine signaling 1  1.7 NA  down  2.2
SOCS3  supressor of cytokine signaling 3  28.2 up  up  68.8
SOCS4  supressor of cytokine signaling 4  1.5 NA  up  2.0
TNF  tumor necrosis factor  8.7 up  up  18.1
TNFAIP3  TNF‐α interacting protein 3  15.3 up  up  32.3
TNFAIP6  TNF‐α interacting protein 6  83.2 up  up  136.5
TNFSF9  TNF (ligand) superfamily, member 9  1.0 down  up  2.1
TNFSF12  TNF (ligand) superfamily, member 12  1.6 NA  down  2.2




ADAM19  ADAM domain 19 (meltrin β)  4.4 up  NA  1.2
CNTN1  contactin‐1  1.0 NA  up  13.1
CNTN3  contactin‐3  1.1 NA  up  6.9
ITGA9  integrin‐α‐9  6.4 down  down  1.8
ITGA10  integrin‐α‐10  2.4 up  NA  1.4
ITGB3  integrin‐β‐3  2.2 up  up  6.6
MMP1  matrix metalloprotease 1  108.1 up  up  209.7
MMD2  matrix metalloprotease 2  1.4 NA  down  16.6
MMP12  matrix metalloprotease 12  8.1 up  NA  1.2
RASSF5  Ras association (RalGDS/AF‐6) domain 
family member 5 
1.7 NA  up  2.1
Endocytosis/vesicular trafficking/phagocytosis 
CAV2  caveolin 2  2,0 down  NA  1,4
SEP9  septin 9  2,8 down  NA  1,1
STX4  syntaxin 4  1,9 NA  up  2,2
STX11  syntaxin 11  20,7 up  up  28,3




5.4 up  up  7.9
CD44  CD44 molecule  7.4 up  up  6.6
CD54 (ICAM1)  CD54 (intercellular adhesion molecule 1), 
human rhinovirus receptor 
7.0 up  up  15.0
CD55  CD55 molecule, decay accelerating factor 
for complement (Cromer blood group) 
1.9 NA  up  2.1
CD58  CD58 molecule  3.2 up  NA  1.5
CD69  CD69 molecule  4.6 up  up  11.1
CD80  CD80 molecule  11.9 up  up  9.7
CD83  CD83 molecule  17.6 up  up  24.4
CD109  CD109 molecule  2.0 up  NA  1.4
CD151  CD151 molecule  2.2 down  down  2.3
EGFR  epidermal growth factor receptor   2.5 up  NA  1.1
TLR1  toll‐like receptor 1  6.0 down  NA  1.4
TLR3  toll‐like receptor 3  10.7 down  down  5.1
TLR7  toll‐like receptor 7  3.9 up  up  4.8




CASS4  Cas scaffolding protein family member 4  1.0 NA  down  9.4
 PALM2‐AKAP2  paralemmin 2  2.0 down  NA  1.3
PALMD  palmdelphin  1.0 NA  down  9.8
RGS7  regulator of G‐protein signaling 7  11.9 up  NA  1.0
TIRAP  toll‐interleukin 1 receptor (TIR) domain 
containing adaptor protein 
1.4 NA  down  2.1




11.0 down  down  3.1
CPEB2  cytoplasmic polyadenylation element 
binding protein 3 
4.3 up  up  2.2
DUSP4  dual specificity posphatase 4  9.9 up  up  4.2
EGR1  early growth response 1  8.6 up  up  17.8
EGR3  early growth response 3  40.9 up  up  70.8
IRAK2  IL1 receptor‐associated kinase 2  17.2 up  up  16.3
IRAK3  IL1 receptor‐associated kinase 3  1.3 NA  up  2.3
IRF4  interferon regulatory factor 4  1.7 NA  up  2.3
JAK3  Janus kinase 3  1.4 NA  down  3.3
MAPK7  Mitogen activated protein (MAP) kinase 7 1.8 NA  down  2.1
MAP2K2  MAP kinase kinase 2  1.7 NA  down  2.1
MAP2K6  MAP kinase kinase 6  3.1 up  up  9.9
MAP3K8  MAP kinase kinase kinase 8  5.5 up  up  8.5
MAP3K11  MAP kinase kinase kinase 11  1.5 NA  down  2.0
MAP3K12  MAP kinase kinase kinase 12  1.3 NA  down  3.5
MAP3K15  MAP kinase kinase kinase 15  1.5 NA  down  6.1
MAP3K7IP2  MAP kinase kinase kinase 7 interacting 
protein 2 
1.9 NA  up  2.2
MAP3K7IP3  MAP kinase kinase kinase interacting 
protein 3 
4.3 up  up  8.4
MAP4K1  MAP kinase kinase kinase kinase 1  3.4 down  NA  1.6
MAP4K4  MAP kinase kinase kinase kinase 4  2.4 up  NA  1.4
MAPK8IP3  MAP kinase 8 interacting protein 3  2.6 down  NA  1.3
MAPKAPK2  MAP kinase‐activated protein kinase 2  1.5 NA  down  2.3
MARK2  microtubule affinity regulating kinase 2  5.5 down  NA  1.3
NFKBIA  nuclear factor of κ light polypeptide gene 
enhancer in B‐cells inhibitor, alpha 
2.7 up  up  5.1
NFKBIB  nuclear factor of κ light polypeptide gene 
enhancer in B‐cells inhibitor, beta 
4.0 up  up  16.5




NKIRAS1  NFKB inhibitor interacting Ras‐like 1  2.2 up  up  2.1
SMAD2  SMAD family member 2  2.3 down  up  8.1
SMAD4  SMAD family member 4  2.0 up  up  2.1
SMAD5  SMAD family member 5  2.0 down  NA  1.1
STAT4  signal transducer and activator of 
transcription 4 
2.7 up  up  2.1
TGIF1  TGFB‐induced factor homeobox 1  1.7 NA  down  3.4
TRAF1  TNF receptor‐associated factor 1  6.1 up  up  4.1
TRAF3  TNF receptor‐associated factor 3  2.3 up  NA  2.0
TRAF3IP3  TRAF3 interacting protein 3  13.1 down  NA  1.4
TRAF5  TNF receptor‐associated factor 5  4.4 down  down  2.1
TNIP2  TNFAIP3 interacting protein 2  2.1 up  NA  1.3
TNIK  TRAF2 and NCK interacting kinase  1.8 NA  down  10.9
Junction proteins 
CDH8  cadherin 8 type 2  4.4 up  up  4.0
CDH10  cadherin 10 type 2   2.2 down  NA  1.4
CDH26  cadherin‐like 26  1.5 NA  up  2.3
CLDND1  claudin domain containing 1  1.3 NA  up  2.1
CLDN11  claudin 11  1.2 NA  down  5.0
CLDN18  claudin 18  2.4 up  NA  1.1
CLDN19  claudin 19  1.8 NA  up  2.1
CLDN23  claudin 23  2.9 down  down  3.0
GJA5  gap junction protein alpha 5  2.8 down  NA  1.2
GJC1  gap junction protein gamma 1  6.5 down  NA  1.3
PCDHA1  protocadherin alpha subfamily C 1  5.1 down  down  2.1
PCDH7  protocadherin 7  2.8 down  down  2.6
PCDH12  protocadherin 12  2.2 down  down  1.3
Apoptosis 
BAD  BCL2‐antagonist of cell death  5.2 down  NA  1.2
BAG4  BCL2‐associated athanogene 4  3.4 down  NA  1.7
BCL2A1  BCL2 associated protein 1  13.4 up  up  19.0
BCL2L1  BCL2‐like 1  1.5 NA  down  5.1
BCL2L11  BCL2‐like 11  2.7 up  up  4.2
BCL6  B‐cell CLL/lymphoma 6   16.4 up  up  23.8
BCL11B  B‐cell CLL/lymphoma 11B   1.1 NA  down  3.7
BOK  BCL2‐related ovarian killer  1.4 NA  down  4.2
CASP2  caspase 2  2.1 down  down  2.3
CASP3  caspase 3  1.4 NA  up  2.1
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CASP12  caspase 12  7.5 up  up  7.3
CFLAR  CASP8 and FADD‐like apoptosis regulator 2.5 up  up  4.0
CUL1  cullin 1  1.0 NA  up  2.2
CUL3  cullin 3  6.6 up  up  13.0
NDFIP2  Nedd4 family interacting protein 2  2.5 up  NA  1.0
P53AIP1  p53‐regulated apoptosis‐inducing protein 
1 
4.2 down  NA  1.2
THAP3  THAP domain containing, apoptosis 
associated protein 3 








   The  expression  of  genes  of  interest  that  were  identified  in  both  arrays  was  compared 
between THP‐1  cells and DC. Table 10  indicates gene expression  changes  in  infection with 












     IL‐23 was also expressed to a  larger extent  in  infections with EcN and  in DC even higher 




Cell type  Gene symbol  EPEC  EcN 
    fold change  regulation  fold change  regulation 
Immune response 
THP‐1  CCL2  8.6  up  19.1  up 
DC  3.3  up  8.2  up 
THP‐1  CCL14 /// CCL15  3.2  up  3.3  down 
DC  1.8  NA  2.2  up 
THP‐1  CCL20  233.1  up  984.0  up 
DC  688.8  up  1882.2  up 
THP‐1  CXCL1  15.1  up  85.6  up 
DC  1.2  NA  4.1  up 
THP‐1  CXCL2  31.9  up  166.1  up 
DC  3.4  down  10.7  up 
THP‐1  CXCL3  121.0  up  766.8  up 
DC  1.5  NA  6.8  up 
THP‐1  CXCL11  5.3  up  8.5  up 
DC  33.7  up  15.1  up 
THP‐1  IL1A  7.3  up  21.6  up 
DC  1.9  NA  13.2  up 
THP‐1  IL1B  61.1  up  217.2  up 
DC  3.8  up  6.1  up 
THP‐1  IL1RAP  4.2  up  5.2  up 
DC  5.2  up  4.2  up 
THP‐1  IL6  3.6  up  4.5  up 
DC  8.0  up  28.2  up 
THP‐1  IL12B  16.2  up  53.8  up 
DC  1.4  NA  2.7  up 
THP‐1  IL23A  7.5  up  10.7  up 
DC  4.1  up  14.9  up 
THP‐1  SOCS3  28.2  up  68.9  up 
DC  6.7  up  27.3  up 
THP‐1  SOCS4  1.5  NA  2.0  up 
DC  2.7  up  2.1  up 
THP‐1  TLR1  6.0  down  1.4  NA 
DC  10.8  down  2.6  down 
THP‐1  TNF  8.7  up  18.1  up 
DC  2.2  down  5.4  up 
THP‐1  TNFAIP3  12.9  up  37.3  up 
DC  2.1  up  9.8  up 
72 
 
THP‐1  TNFAIP6  83.9  up  123.3  up 
DC  3.1  up  6.0  up 
THP‐1  TNFSF9  1.0  NA  2.1  up 
DC  1.6  NA  3.8  up 
THP‐1  TNFSF14  2.3  down  5.1  down 
DC  129.2  up  116.5  up 
THP‐1  TSLP  1.4  NA  3.9  up 
DC  9.9  up  7.8  up 
Endocytosis/vesicular trafficking/phagocytosis 
THP‐1  SEP9  2.8  down  1.0  NA 
DC  3.4  up  13.1  down 
Receptors/surface antigens 
THP‐1  CD44  7.4  up  6.6  up 
DC  1.8  NA  2.2  up 
Kinases/phosphatases/gene expression regulators 
THP‐1  EGR1  8.6  up  17.8  up 
DC  4.9  up  10.9  up 
THP‐1  IRAK2  18.2  up  39.3  up 
DC  3.8  up  10.3  up 
THP‐1  IRAK3  1.3  NA  2.3  up 
DC  1.0  NA  2.2  up 
THP‐1  IRF4  1.7  NA  2.3  up 
DC  1.0  NA  2.8  up 
THP‐1  MAP2K3  2.9  up  2.2  up 
DC  6.2  up  7.5  up 
THP‐1  MAP3K7IP3  4.3  up  8.4  up 
DC  2.5  up  3.4  up 
THP‐1  MAP3K8  13.8  up  23.6  up 
DC  1.4  NA  2.7  up 
THP‐1  MAPK8IP3  2.6  down  1.3  NA 
DC  7.4  down  3.3  up 
THP‐1  MAPKAPK2  1.5  NA  2.3  down 
DC  1.0  NA  2.7  up 
THP‐1  TRAF1  6.0  up  4.1  up 




THP‐1  BAG4  2.9  down  1.6  NA 
DC  2.2  down  2.0  down 
THP‐1  BCL2L11  2.5  up  1.5  NA 
DC  2.0  down  2.9  down 
THP‐1  BCL6  16.4  up  23.8  up 
DC  1.0  NA  2.4  up 
THP‐1  CASP12  7.5  up  7.3  up 
DC  5.4  up  5.0  up 
THP‐1  CFLAR  2.2  up  2.4  up 














E.  coli  strains.  As  was  already  apparent  from  data  obtained  by  DNA  microarray  the 

















































































































were previously  infected with  the  indicated strains was used  (MOI of 10,  infection time 2 





































































Fig. 25.  IL‐10 and IL‐12 expression  in DC  infected with EPEC or EcN  in fold to control as assessed by 












than  in  EcN  infected  cells. As many pathogenic bacteria  induce  a way more profound up‐







Many  recent  studies already  showed  the  involvement of certain miRNAs,  such as miR‐155 
(Rodriguez  et  al.,  2007)  and miR‐146  (Taganov  et  al.,  2006)  in  the  regulation  of  immune 
responses.  To  analyze  the  differential  expression  of miRNAs  in monocytes  infected with 
different E. coli strains a miRNA array analysis was performed. THP‐1 cells were  treated  in 
the  same way  as  for  gene  expression  analysis  using microarrays.  All  cellular  RNAs were 
prepared using the TRI reagent for preservation. Further analysis and array hybridization was 
performed  at  the  Integrated  Functional  Genomics  (IFG,  Medical  Faculty,  University  of 














MIR‐137  20.4  NA  3.0 
3:  PALM2‐AKAP2;  AKAP2;  NFIB;  COLLAGEN  19  ALPHA  1;  2: 
DUSP4;  CD83;  MMP20;  MAP4K5;  COLLAGEN  11  ALPHA  1; 
CENTAURIN BETA 2; BCL2; RAB1A. 
MIR‐21  8.2  2.5  2.5 
3: MYOSIN6;  RAB22A;  CDK6; MMP16;  2: MAP3K7IP3;  ERMIN; 
INTEGRIN BETA3; SOCS5; CREB5; RAB11A; SMAD5; 
MIR‐23A  NA  NA  2.1 
6: CARD8; 3: SMAD5; NFIB; XIAP; MAPK1IP1L; SYT4; MUC21; 2: 
MAP3K7IP3;  CXCL12;  STX6;  ADAM12;  NRXN3;  BCL2; MAP4K4; 
MAP7; VAMP4; MAP3K3; VEGFA; STX17;   
LET‐7F  5.3  NA  2.4 
3: MAP3K1; 2: PAK1; MIRNA 155; HLA‐DQA1; ADAM15; CCL22; 
MYO5B; 
MIR‐20A  NA  NA  2.2 
5: ITGB8; BCL11B; 3: NEDD4L; NFIB; SMAD1; SOCS4; CADM2; 2: 
PCDHA12;  PCDHA13;  PCDHAC1;  PCDHAC2;  ATXN1;  RAB22A; 
CNOT6;  STAT3;  IL17RD;    CREB5;  ADAM12;  TFAP4;  CBEP1; 
DYNC1LI2;  SMAD5;  TNFAIP8;  COL4A1;  CD47;  MAP3K7IP3; 
MARK1; IL28RA; RABGEF1; 
MIR‐
548A‐3P  28.6  NA  3.1 
5:  CREB5;  CALM1;  4:  SOCS6;  PIK3R1;  CD47;  3:  XIAP;  CLDN12; 
RAB22A;  SMAD5;  NFAT5;  MMD;  SOCS4;  MYO5D;  2:  RABL3; 




MIR‐553  10.9  2.9  2.8 
2: CD47; STXBP5; PCDH19; RAB12; 
MIR‐580  39.7  2.0  3.7 
4: ADAMTS5; 3: COLL11A1; MAP3K1; XIAP; miRNA155; AKAP2; 
HIPK1;  MMP16;  2:  TGFBR1;  COL4A4;  CDH26;  NFAT5;  SNX13; 
MAP4; IL1A; IL13RA1; SEPT6; ITGA1; SEP15; STX7; VCL; SEPT10; 
HIF1A;  PRKAR1A;  IL1RAP;  CPEB3;  CARD8;  CD200R1;  CPEB4; 
SNX9; PALM2; TNFAIP3; SOCS6; PCDH11Y; PCDH11X; 
MIR‐633  59.5  2.1  4.8 
3:  CXCL5;  NFAT5;  MAP9;  CPEB2;  SOCS6;  2:  MUC13;  NFIB; 
MMP16;  CD164;  PCDH18;  EBF3;  IL1RAP;  LAMP2;  SNX16; 
BCL11A;  PCDH19;  MACF1;  AKAP6;  RAB11A;  PCDH11X;  FBN1; 
COL5A2; SOCS5; 
MIR‐651  7.7  NA  2.8 
3:  MAP3K2;  2:  BCL2;  MAP2K4;  PAK7;  LAMP2;  MAP3K7IP3; 
MAP4K5; VEGFA; ITGB8; ITGAV; IRF2; 
MIR‐9  38.7  NA  3.6 











3P  48.1  2.0  4.7 




3P  30.4  NA  2.5 
3: AKAP1; NFIB;  IL17RD; 2: RAB14;  ITGA5; ANXA2P3; MAP3K3; 
IL11RA; TPM1; TNFSF11; PCDH19; MYO3B; VAMP4; 
MIR‐29B  21.1  NA  2.9 
2:  COL5A1;  COL11A1;  TPM1;  PCDH17;  PCDH19;  COL4A3; 
AKAP11; RAB15; DYNC1I1. 
MIR‐376A  16.9  2.1  3.5 
2: CNOT6; NFIB; MAP4K3; CD200; CTNNBL1; SNX13; PCDH11X; 
ITGA6; NFAT5; RAB10; 
MIR‐1  37.2  2.1  3.5 
3:  BCL2L2;  2: MAP3K1;  IL33;  VAMP2;  COL6A3;  RGS7;  BCL11A; 
CBEP4;  HIPK1;  ADAMTS3;  RAB6A;  SMAD5;  IL1RAPL1;  RAB6C; 
BCL2; IL22; 
MIR‐32  84.0  NA  3.6 










519C‐3P  55.0  2.6  2.7 
4:  COL4A4;  AKAP11;  3:  BCL2L2;  CNOT6L;  BCL11A;  SMAD5; 
MAP2. 
MIR‐937  16.3  4.3  3.2 
2: IKBKG; ARFGAP1. 
MIR‐935  9.3  3.6  3.2 
3: CREB5; 2: CNOT7; IL11RA; 
MIR‐106A  6.0  2.5  1.7 
5: BCL11B; 3: PCDHA1  ‐ 13;  ITGB8; NEDD4L; TNFAIP1; BCL2L2; 
SOCS4;  NFIB;  RGS17;  COL4A1;  2: MAP3K2;  COL19A1;  RAB5B; 
STAT3;  CASP7;  RAB18;  RIPK5;  SNX11;  MAPK1IP1L;  SOCS6; 
SMAD1;  CREB5;  IL28RA;  IL17RD;  PCDH20;  ADAM12; MAPK14; 
CADM2; MAP3K5; TNFAIP8; HIPK1; RAB10; TGFBR2;   
MIR‐513B  35.1  NA  3.3 
3:  IRF2;  PCDH17; RASSF2;  2:  PALM2;  CUL4A;  SMAD2; MARK1; 
CXCL12. 
Table 12. miRNAs expression result for THP‐1 infected with EPEC, C600 or EcN. Columns show fold of 










et al., 2001).  In  this  set‐up  the epithelial cells were grown  for 2 weeks  in a way  that  their 


















cells grown  in  ‘normal’ orientation on Transwell  filter; B –  set‐up used  in  this  study, when 














create  a  depth‐coded  view  of  the  selected  area.  Blue  colors  represent  Z‐levels  on  the 






Fig. 27. Depth  code applied  to Z‐stack acquired on  confocal microscope.   Blue are  the  cells at  the 
basolateral side of the IECs, green  is  level of the pores, yellow and red are protrusions from 














Methods)  the  filters were scanned  from  the apical side of  the epithelial  layer. For EPEC no 
protrusions  to  the apical  side were detected,  for EcN one balloon‐shaped protrusion edge 
and one flatly spread protrusion in close contact with bacteria could be identified (Fig. 28, A 









































    To  assess  the  efficiency  of  phagocytosis  of  human  DC  these  were  infected  with               
GFP‐overexpressing bacteria (EPEC, EcN, and C600) for 1 hour. Subsequently, the cells were 









































outcompeting members of  the normal  gut microbiota  are  very  important. Many  intestinal 
bacteria, however, possess  specific mechanisms  to prevent pathogens  (or other microbes) 
from  destroying  or  occupying  their  particular  niches.  Some  of  these  bacteria  have  been 
identified long ago and are known as probiotics. Most, however, still remain uncharacterized 
due  to difficulties  in  cultivation. The  importance of normal  gut microbiota  that evolved  in 
long  coevolution  processes  with  mankind  is  easy  to  observe  in  patients  treated  with 
antibiotics.  These  patients  have  a much  higher  rate  of  infections  with  enteropathogenic 
bacteria that are able to colonize the gut when the additional barrier and competition due to 
the presence of commensals has been destroyed.  
    Some  strains  of  E.  coli  are  producing  bactericidal  or  bacteriostatic  compounds  called 
microcins, which affect mostly closely related bacteria (within the species or the genus and 
sometimes also act on members of  the same  family)  (Duquesne et al., 2007). E. coli Nissle 
1917  (EcN) discovered almost a century ago  in 1917  (Nissle, 1925) has also been shown  to 
secrete microcins  (Patzer  et  al.,  2003).  As was  shown  in  this  study, many  diarrhoeagenic        
E. coli  strains are affected by EcN microcins. This might explain at  least part of  the effects 
reported  for  EcN  against  pathogens  and  might  be  further  exploited  as  a  basis  for  the 






any  side‐effects  to  speak  of  (Schütz,  1989;  Henker  et  al.,  2007,  2008).  Not  all  strains, 
however, were affected, and the mechanism(s) of resistance remain unclear. Nevertheless, it 
is not  surprising  to  find  such differences, as coevolution of gut microbial communities and 
pathogens make  the  latter  evolve mechanisms  to  overcome  resistance  of  commensals  to 
invasion  into  or  destruction  of  their  niches.  The  differences  in  susceptibility  to microcins 
among  different  classes  of  diarrhoeagenic  E.  coli  are  quite  surprising,  as  all  typical  EPEC 
strains tested during this study were susceptible while all EAEC strains were resistant. Among 
other  groups,  however,  both  resistant  and  susceptible  strains  were  found.  Although  the 
number of strains tested  in each group was not high enough for a general conclusion about 
microcin  susceptibility of  specific  E.  coli pathotypes  group,  it’s  giving  us  a hint  for  further 
research  on mechanism  of  action  of  EcN microcins.  From  two  lab  strains  tested  one was 
susceptible and  the other one  resistant. The susceptible strain was a derivative of E. coli B 
and the resistant one an E. coli K12 based strain. This can be a clue to possible mechanism(s) 






    This  study  also  demonstrated  that  EPEC  is  able  to  infect  human  immune  cells,  such  as 
human DC  (primary cells) and a human monocytic cell  line  (THP‐1). This  infection causes a 
histopathological picture  that  closely  resembles  the one observed  in epithelial  cells  (forms 
pedestals  under  Tir  insertion  site  as  it  is  happening  during  epithelial  cells  infection).  This 
result points  to  an uniformity of pathways  that  EPEC exploit  to  cause disease  as  they  are 













had  been  described  to  involve  mainly  apoptotic  mechanisms  (Abul‐Milh  et  al.,  2001). 
However, under the conditions used  in this study EPEC‐induced cell death of the monocytic 
THP‐1  cells  did  not  involve  apoptotic  cell  death  as  cells were  PI‐positive  but  annexin  V‐
staining negative. Acquired data indicate that pathways used by EPEC to cause cell death are 
apparently different between myeloid cell  lineages and epithelial cells. To  identify putative 
factors  that might be  responsible  for cell death we  screened  selected EPEC mutants. From 
eight  tested mutants  (∆escN,  ∆tir,  ∆eaeA,  ∆sepZ,  ∆espD,  ∆espB,  ∆espF,  ∆map), only  ∆espD 






Abul‐Milh et al.  factors  responsible  for cell death were  found  to be BFP and  intimin  (Abul‐
Milh  et al.,  2001).  Thus  far,  in  this  study we have not  tested BFP mutants  as we  focused 
mainly on LEE encoded effectors that are actually injected into the target cells. However, we 








enhanced LDH  release  from  the  infected cells  than  found with  the wild  type  strain after 7 
hours.  It  had  been  previously  observed  that  under  low  Ca2+  conditions  Tir  expression  is 
induced and EspB and EspD are secreted in lower amounts (Ide et al., 2003). If the medium is 
supplemented with Ca2+,  the Tir secretion  is reduced and   more EspB and EspD  is secreted 
(Ide et al., 2003).  It can be speculated that there  is a direct correlation between amount of 
Tir,  from one side, and EspD and EspB,  from  the other.  If  this hypothesis  is  true,  in  the Tir 
mutant  there  should be more EspB and EspD protein  secreted, which  is  further enhancing 




unable  to  kill  the  cells  as  efficiently  as  the wild  type  strain  is  probably  connected  to  the 





junctions  disruption)  or  irrelevant  to  necrotic  cell  death.  The  observation  of  cells  infected 
with different EPEC mutants  revealed  some unexpected differences between  the mutants. 
According to current opinion espD and espB mutants are deficient in secretion and therefore 
were  expected  to  behave  similarly  as  the  escN mutants  or  any  other  secretion  deficient 
mutants. However,  all  three mutants  induced  different  phenotypes while  interacting with 
THP‐1 cells. The escN mutant was not able to kill cells and did not induce substantial cellular 
aggregates. The espD mutant was not able  to kill  the cells either, but almost all eukaryotic 











regarding  the  sensitivity  of  EPEC  towards microcins we  could  clearly  show  that  under  co‐





    For  being  successful  pathogens  intestinal  bacteria  should  have  evolved  strategies  to 
overcome host defense systems. First of all they should be able to attach to the surface of 
epithelial cells  to prevent removal by peristalsis. Pathogens should also protect  themselves 
against  defensins  and  S‐IgA.  In  their  defense  against  immune  cells many  pathogens  are 
actually able to either block phagocytosis or to survive inside the phagocytes (Buchmeier and 








no  GFP‐positive  cells  were  found  in  infections  with  EPEC  expressing  GFP,  whereas  GFP‐
labeled EcN were phagocytosed at a similarly high rate as C600. Differences between control 
cells and EPEC infected cells were never more than 5% whereas difference between EPEC and 
C600  (or  EcN)  infected  cells  could  be  as  much  as  100%  and  even  more.  Blocking  its 
phagocytosis by DC could potentially be  important for EPEC because DC are usually the first 








data  addressing  putative  immunomodulatory  effects  of  EPEC  on  human  immune  cells  are 




the  ‘danger’  of  bacteria while  there  are  no  other  cell  types  available  to  ‘instruct’  them. 
Moreover,  it  should  also  be  possible  to  obtain  preliminary  evidence  on  putative 
immunomodulatory capabilities of exemplary commensal and pathogenic bacteria. Since  in 
our experiments we employed E. coli most of  the genes were  likely  to be  regulated  in  the 
same manner (up or down) as a common response to E. coli infection. Indeed, for THP‐1 cells 
out  of  1053  genes  that  passed  validation,  944 were  regulated  in  the  same  direction  as  a 
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    Many  interleukins  genes were  found  to be  regulated differentially. Many pathogens  are 
known to modulate  immune system functions on the  level of cell‐to‐cell communication by 
cytokines.  Interference with  intercellular  communication  in  the  hosts’  immune  responses 
opens nearly endless possibilities  for  the pathogen  to modulate  immune  responses  for  its 
benefit. Interestingly, all of the chemoattractant ligands/receptors studied except XCL1/XCL2 
and  CXCL11  (out  of  10  found) were  upregulated  in  EcN  and  downregulated  or  remained 
unaffected  in EPEC, or were upregulated higher  in EcN  in comparison to cells  infected with 
EPEC.  The  overall  results  obtained  from  transcriptome  analysis  experiments  indicate  that 
EPEC exert  immunomodulatory activities which  is  in good agreement with  the observation 
that EPEC‐infected people do not develop  severe  intestinal  inflammation  (Ashkenazi et al., 
1983). At the same time the upregulation of pro‐inflammatory factors in EcN‐infected cells is 
reasonable  as  any  bacterium  that  did  pass  the  epithelial  layer  should  be  recognized  as 
potentially  harmful.  Therefore,  in  conclusion  the  results  for  EcN  appear  to  represent  the 




    In  the  following,  some  of  the  results  obtained  in  the  microarray  experiments  will  be 
discussed  in  further  detail.  However,  one  should  keep  in  mind  that  microarray  analysis 
usually  just  reflects  a momentary  global profile of  alterations  in  transcription  (expression) 
which nevertheless might  suggest  important  leads  for  future  investigations.  In addition, at 




also viewed  in the context of  inhibition of  inflammation. IL‐7 was also detected  in the array 
and was unaffected  for EPEC  infected cells but upregulated 2‐fold  following EcN  infections. 
Also IL‐12 p40 was upregulated, but as this subunit can form homodimers that block signaling 













        This  result  pointed  to  a  putative  involvement  of  signaling  events  via  the  JAK/STAT 
pathway  in  EcN  infections  (Fig.  30). All  factors  depicted  in  this  scheme were  found  to  be 
upregulated  to a higher extent  in EcN  infected  cells except  IFNγ. Among  the STAT  factors, 














    Interesting  results  were  obtained  for  stonin  2  and  septin  9  (SEP9).  The  former  was 
upregulated  in  EPEC  2.8‐fold  in  comparison  to  EcN  11.7‐fold,  the  latter  showed  13.1‐fold 




    Some  speculations  can be made on  the  role of  SEP9.  Septins  are GTPases  involved  in  a 
number of processes such as cytokinesis and secretion  (Trimble et al., 1999; Kartmann and 
Rodd, 2001). SEP9 was also reported to be involved in bacterial entry into the host cell. Latex 
beads  coated  with  Listeria  surface  protein  InlB  were  localized  in  phagosomes  with  SEP9 
(Mostowy  et  al.,  2009).  Such  a  pronounced  downregulation  in  EPEC  infection  might  be 




    BAMBI  showed  a  13.8‐fold  upregulation  for  EPEC  and  22.3‐fold  for  EcN  infected  cells. 
BAMBI is a factor suppressing TGFβ signaling, as it is a receptor that is able to bind TGFβ but 
is  unable  to  mediate  downstream  signaling  (Sekiya  et  al.,  2003).  Therefore,  it  can  be 
speculated that upon contact with bacteria DC are prone to become less responsive to TGFβ 




    TLR1 was  downregulated  in  both  EPEC  (10.8‐fold)  and  EcN  (2.6‐fold)  infected  cells.  This 




    Genes associated with  this  functions were used  to get an  insight  into  the pathways  that 
might be involved in response to infection with both strains. However, while studying cellular 







zinc‐finger  motif‐containing  transcription  factor,  so  after  activation  it  is  targeted  to  the 
nucleus.  EGR1  is  involved  in  an  early  response  to  growth  factors,  and  participates  in 
proliferation  and  differentiation  of  cells  from  the  myeloid  lineage.  Two  ways  of  EGR1 
activation are depicted in Fig. 31.  
    IL‐1  receptor associated kinase  (IRAK2), also  showed higher upregulation  in EcN  infected 
















its  ability  to  regulate  TRAF2,  as  in  TRAF1‐/‐  DC  TRAF2  is  depleted  and  balance  tilts  from 
survival  to apoptosis  (Aaron et al., 2002). According  to Oyoshi et al.  the role of TRAF1 was 
also shown for the recruitment of lymphocytes, DC, and monocytes to the lung airways upon 

























































    Just  like  in DC also  in THP‐1 cells the expression of almost all pro‐inflammatory cytokines 
was enhanced  in EcN  infected cells compared to EPEC  infected cells. Exceptions were genes 
for  interferons α7 and α10 (fold of regulation respectively for EcN and EPEC: NA – 2.2 and ‐
4.5 – 3.6), CCR1 (fold of regulation respectively for EcN and EPEC: ‐2.2 – NA), CXCR7 (fold of 





(fold of  regulation  respectively  for EcN     and EPEC:  ‐2.2 – NA), TNFSF14  (fold of  regulation 
respectively for EcN and EPEC: ‐5.2 ‐ ‐2.2).    
    Interestingly, the IL‐17C cytokine gene was also found to be upregulated  in EPEC  infected 
cells.  IL‐17  is  now  recognized  as  one  of  the  most  important  players  in  inflammatory 
responses, as  it  is secreted by activated Th17 cells and as this cytokine with other cytokines 
produced  by  Th17  cells  causes  strong  inflammatory  responses  its  production  is  regulated 











    One  of  the  interesting  genes  in  this  group  of  cytoskeleton/adhesion/migration  related 
genes  in  THP‐1  cells  showing  a  different  expression  level  related  to  the  infecting  strain  is 















    Matrix metalloproteinase  12  (MMP12)  or macrophage  elastase  is  a  secreted  proteinase 
involved  in  extracellular matrix  degradation.  However,  recently  it was  also  shown  to  kill 
bacteria  in murine macrophages  after  its  recruitment  into phagolysosome.  The effect was 
proven to be direct, as the recombinant protein also had a bactericidal effect (Houghton et 
al.,  2009).  The  expression  of  elastase  is  not  changed  in  EcN  infected  cells,  however, was 
found  to  be  strongly  upregulated  in  EPEC  infected  THP‐1  cells  (8‐fold).  This  might  be 
interpreted that only pathogenic bacteria enhance the expression of MMP12. It could also be 
speculated  that  the  overexpression would  correspond  to MMP12  secretion  and  not  to  its 














    NF‐κBIB  comprises  IκB  protein  that  inhibits NF‐κB  by  direct  binding  in  the  cytoplasm. A 
schematic  overview  of  NF‐κB  signaling  is  presented  in  Fig.  32.  This  result  suggests  a 
remarkable reduction in NF‐κB activation by EcN.  
    SMAD2  is activated by TGFβ receptor kinase  in response  to TGFβ receptor  ligation. After 
activation  it  is targeted to the nucleus and participates  in transcription activation.  In mouse 
model it was shown that SMAD2‐/‐ mice show spontaneous dedifferentiation of hepatocytes 
in the liver (Ju et al., 2006).  
    TRAF5  is  involved  in  numerous  cellular  pathways  including  apoptosis  suppression  in  a 
cascade resulting in activation of RelA. TRAF5 can be activated for example through TNFRSF8 




    Just  as  had  been  found  for  the  analysis  of  the  DC  transcriptome  by microarray  in  the 
analysis  of  THP‐1  cells  no  genes  commonly  associated with  apoptosis were  found  to  be 
upregulated. To the contrary, these genes were either not affected or downregulated. BOK 
(BCL2‐related  ovarian  killer), which  codes  for  a  pro‐apoptotic  protein was  downregulated     
4‐fold  in  EcN  and  not  affected  in  EPEC  infection;  BAG4  (Bcl‐2‐associated  athanogene  4), 
which  codes  for  an  anti‐apoptotic  product  was  not  affected  in  EcN  infected  cells  and 
downregulated 3.4‐fold in EPEC infected.  BAG4 was shown to prevent constitutive TNFRSF1A 
signaling. BAD (BCL2‐antagonist of cell death protein) is a pro‐apoptotic protein. Its activity is 










however,  the  monitoring  of  possible  apoptotic  processes  by  staining  with  anti‐annexinV 
antibodies actually did not provide evidence for apoptosis. This could mean that either other 





    It  was  interesting  to  compare  the  expression  of  proteins  involved  in  inflammatory 





by antigen presentation they might be a able to produce  less chemoattractants  involved  in 
strong inflammation. However, at the same time DC are upregulating strongly the expression 
of  the  CXCL11  chemokine  which  attracts  T  cells  and  of  CCL20,  a  chemoattractant  for 
lymphocytes. A further exception is the regulation of IL‐6, which was strongly upregulated in 
EcN in comparison to EPEC infected cells. IL‐6 was shown to have specific functions in DC, in 




cell  types  they were  upregulated  to  a  higher  extent  for  EcN  infected  cells  than  for  EPEC 
infected cells. For THP‐1 cells the factors of upregulation were 21.6 vs 7.3 for  IL‐1A for EcN 




    TNF‐α  is one of  the key proinflammatory  cytokines exerting a plethora of effects during 
inflammatory  and  pathologic  processes.  For  instance,  TNF‐α  is  cytolytic  or  cytostatic  for 
many  tumor  cells,  induces  the  terminal  differentiation  and  the  synthesis  of  G‐CSF  in 
monocytes,  and  acts  as  a  mitogen  for  B‐lymphocytes.  In  neutrophils  TNF‐α  induces  the 
production of reactive oxygen species, serves as a chemoattractant for these cells, increases 
phagocytosis  and  adhesion  to  the  endothelium.  In  THP‐1  cells  it  was  upregulated  after 
infection with either strain (8.7‐fold in EPEC infected vs 18.1‐fold in EcN infected), and in DC it 
was downregulated in EPEC infected and upregulated in EcN infected cells (‐2.2 vs 5.4‐fold). 







    Among other notable genes  is  the gene coding  for  the Toll‐like  receptor 1  (TLR1), which 
recognizes  peptidoglycan  and  bacterial  lipopeptides.  It  was  downregulated  strongly  in 
infection  with  EPEC  and  was  found  to  be  either  not  affected  (THP‐1)  or  slightly 
downregulated  (DC)  in  infections  with  EcN.  A  physiological  relevance  of  such  a 





downregulated  in THP‐1  cells  infected with EPEC  (2.8‐fold) but upregulated  in DC  infected 
with  EPEC  (3.4‐fold).  In  EcN  infected  THP‐1  cells  SEP9 was  not  affected,  however,  in  EcN 
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THP‐1  EPEC  EcN  DC  EPEC  EcN 
TNF  8.7  18.1 TNF ‐2.2 5.4
MAP3K7I 4.3  8.4 MAP3K7 2.5 3.4
TRAF1  6.1  4.1 TRAF1 6.3 13.9
TRAF3  2.3  2 TRAF3 ‐2.8 ‐4.4
BAG4  ‐3.4  NA BAG4 ‐2.2 ‐2
CFLAR  2.5  4 CFLAR 2.3 2
MAP3K7I NA  2.2 CASP8 ‐3.1 ‐3
CASP3  NA  2.1 TRADD ‐2.2 ‐2
 





    These  results might  suggest  that  the  branch  of  the  pathway  which  starts  from  TNF‐α 
binding  to  TNFRSF1A  is  upregulated  in  THP‐1  cells  infected with  either  of  the  two  E.  coli 
strains and also  in EcN  infected DC.  In EPEC  infected DC, however, TNF‐α  showed a  slight 
downregulation. For THP‐1 cells also the gene for the downstream protein CFLAR showed a 





    Based  on  these  comparisons  it  is  obvious  that  THP‐1  cells  and  DC  have  substantial 
differences in their responses to infections. However, it should be kept in mind that most of 






    BCL2L11 was  found  in  both  arrays  (for  THP‐1  cells  –  2.5‐fold  in  EPEC  infected  but  not 
affected in EcN infected cells, for DC – 2‐fold downregulation for EPEC infected and 2.9‐fold 
downregulation  for  EcN  infected  cells).  The BCL2L11 protein belongs  to  the BCL‐2 protein 
family. Members of this family form hetero‐ or homodimers and act as anti‐ or pro‐apoptotic 
regulators  that  are  involved  in  many  cellular  processes.  BCL2L11  interacts  with  BCL2, 
BCL2L1/BCL‐X(L), MCL1, and is a pro‐apoptotic protein. Evidence exists that BCL2L11 plays a 
role  in  neuronal  and  lymphocyte  apoptosis.  Studies  with  transgenic  mice  suggested  a 
function of  this gene as an essential  initiator of apoptosis  in  thymocyte negative  selection 
(Bouillet et al., 2002).  
    The  BCL6  gene  codes  for  a  protein  that  acts  as  a  sequence‐specific  repressor  of 
transcription, and that has been shown to modulate the STAT‐dependent interleukin 4 (IL‐4) 
responses  of  B  cells.  This  protein  acts  as  an  anti‐apoptotic  and  prevents  the  increase  in 
reactive  oxygen  species  in  lymphoma  cells  (Kurosu  et  al.,  2003).  In  the  array  it  was 
upregulated in THP‐1 cells irrespective of the bacterial strain used for infection (16.4‐fold and 
23.8‐fold  for  EPEC  and  EcN  infected  cells,  respectively)  and  either  not  affected  (for  EPEC 
infected cells) or 2.4‐fold upregulated (for EcN infected cells) in DC. 
    In  conclusion,  the  results  obtained with microarray  gene  profiling  experiments  indicate 
that  antigen  presenting  cells  are  to  some  extent  able  to  differentiate  their  responses, 
distinguishing between  ‘useful’ bacteria  that should not cause  inflammatory  responses and 
pathogens  which  should  be  eliminated.  Furthermore,  it  should  be  kept  in  mind  that 
responses  of  eukaryotic  cells  to  pathogens  are  subject  to  constant  co‐evolution  as  hosts 
always  intend  to detect and eliminate pathogens as  fast as possible and pathogens always 










    To  study  changes  in  cytokine  expression  on  the  protein  level  the  ’RayBio  inflammatory 
array’ was employed. Three groups of cytokines can be differentiated based on the different 
degree of upregulation. 
    The  first  group  includes  cytokines  that  were  upregulated  up  to  10‐fold.  Among  these 
cytokines  IL‐1A,  IL‐3, and  IL‐11 didn’t  change  their expression  (if  the 2‐fold  lower  limit  for 








     The  strongest  upregulation  in  this  group  was  detected  for  TIMP‐2  (tissue  inhibitor  of 
metalloproteinase 2) cytokine, which was around 4‐fold for EPEC and EcN, and around 6‐fold 
for C600. This cytokine  inhibits metalloproteinases  (MMPs), which are enzymes  involved  in 
extracellular matrix degradation and  remodeling. Their  role was  shown  in development of 
such  pathological  conditions  as  rheumatoid  arthritis  and  periodontal  diseases  (Birkedal‐
Hansen  et  al.,  1993).  So  the  upregulation  of  TIMP‐2  can  be  directed  to  a  decrease  of 
inflammation decrease, which is usually associated with high expression of MMPs. EPEC was 
found by microarray  analysis  to  cause  a  strong  induction of MMP‐12. Although  it has not 
been elucidated whether TIMP‐2 has an effect  towards  this specific metalloproteinase,  the 




    In  the  second  group  (upregulation  from 10  to 35‐fold)  for  IL‐12p40,  IL‐12p70,  and  I‐309 
EPEC  infected  cells  showed  no  upregulation, while  both  C600  and  EcN  infections  caused 
upregulation of  these  cytokines. The  strongest upregulation of both whole  IL‐12 and  IL‐12 
p40 were observed  in C600  infected cells,  I‐309 was upregulated  the most  in EcN  infected 
cells (5‐fold against 15‐fold). Levels of IL‐12p40 were in agreement with RNA profiling, as for 




    Eotaxin‐2  was  upregulated  slightly  (around  3‐fold)  for  EPEC  and  for  C600  and  EcN 







much stronger upregulation  in C600 and EcN  infected cells. Although this cytokine  is mainly 
recognized as proinflammatory, it was also shown to block NF‐κB activity in DC. So from this 





with  respect  to  driving  responses  either  to  tolerance  or  to  inflammation.  The  former  is 
recognized  as  an  anti‐inflammatory  cytokine  while  the  latter  is  a  cytokine  with                      
pro‐inflammatory properties.  IL‐10  is used by many bacterial and  viral pathogens  to avoid 
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active  responses  to  their  invasion.  In  healthy  organisms  the  IL‐10  response  is  generated 
towards microbiota and  in  inflammation  IL‐10  levels  tend  to decrease.  IL‐12, on  the other 
hand,  is upregulated during  the course of  infection. Phagocytes  tend  to respond with  IL‐12 
secretion to contact with any bacteria. That means that both IL‐12 and IL‐10 are upregulated 
in  response  to  commensal  bacteria,  though  the  former  is  induced  to  a  smaller  extent. 
Reaction to a pathogenic organisms only involves strong IL‐12 upregulation. IL‐10 is necessary 
for Treg cell activation. Expression  level of both of these cytokines by DC were found to be 
altered  in  gene  expression  array  analysis.  As  expected,  IL‐10  was  not  affected  by  EPEC 
infection, but was  found  to be upregulated 10‐fold by EcN.  In  the array only  IL‐12p40 was 
found, which was not affected by EPEC but upregulated 2.7‐fold by EcN. As p40 subunits can 
form  homodimers  that  bind  to  receptor  but  do  not  generate  downstream  signaling,  it  is 
feasible  that overexpression of  the p40 subunit over p35 can actually reduce  inflammatory 
responses  by  blocking  part  of  the  IL‐12  receptors.  To  investigate  further  IL‐10  and  IL‐12 
expression  in DC  infected with EPEC and EcN qRT‐PCRs were performed. For  IL‐10 the qRT‐
PCR data were in agreement with the microarray results as it was upregulated in EcN 20‐fold 














was  strong upregulation  in  cells  infected with C600. Reasons  for  such an upregulation are 
unclear, but it can be suggested that as C600 has no abilities for immunomodulation it non‐
specifically  induced  certain  pathways  involved  in  antibacterial  response which  resulted  in 
expression  of many  genetic  loci  including  the  ones  coding miRNA  and  anti‐inflammatory 
proteins  to block undesired  inflammation  that can result  in cell and  tissue damage. Among 





higher  than  in EPEC  infected  cells) during EcN  infection. Such  results  support a hypothesis 
that  the  EPEC  immunosuppressive  effect  is mediated  through  a  global  pathway  affecting 
among other  genes  also miRNA  coding  loci. Mainly  attention was paid  to  the  targets  that 
were  found  in  gene  expression  array  to  compare  transcription  profiles.  Among MIR‐137 
targets there were found PALM2‐AKAP2 (‐2‐fold for EPEC  infected cells, not affected  in EcN 
infected  in gene expression  array), CD83  (17.6  against 24.4‐fold upregulation), DUSP4  (9.9 
against 4.2‐fold upregulation). For MIR‐98 among targets were such genes as CNTN3  (NA – 
6.9‐fold), MAP4K4 (2.4‐fold – NA). MIR‐548A‐3P affected such genes as SMAD5 (‐2‐fold – NA), 
SOCS4  (NA – 2‐fold), CXCR7  (2.8‐fold – NA). MIR‐633 has  such  target genes as CPEB2  (4.3 
against 2.2‐fold), IL1RAP (4.2 against 5.2‐fold). For MIR‐9 there is only one target genes which 
was present on the gene expression array, namely CLDN18 (2.4‐fold – NA). MIR‐32 binds such 
genes as CPEB2, CD69  (4.6 – 11.1‐fold), BCL2L11  (2.7 – 4.2‐fold). Among MIR‐513B  targets 




these RNA‐based  arrays  (miRNA  and  gene expression  array),  it  can be  speculated  that  for 
many genes which are upregulated higher  in EcN  infected  cells  than  in EPEC  infected  that 










EcN  supernatant would  have  the  same  effect  as  live  EcN. We were  also  able  to  show  by 
scanning electron microscopy  that  the  supernatant of  the probiotic  strain  activated DC  to 
form longer protrusions. This might facilitate an efficient passage of these protrusions to the 
apical  side. Occasionally we could observe bacteria  in close contact with DC on apical  side 


















    Bacterial  diarrhoeas  are  still  one  of  the major  reasons  of  child mortality  especially  in 
developing  countries.  Among  diarrhoeagenic  bacteria  are  E.  coli  species  including  the 
enteropathogenic  E.  coli  (EPEC)  which  is  the main  interest  in  this  study.  It  is  of  utmost 
importance to unravel mechanisms by which EPEC cause disease and to devise possible ways 




    In  recent  years  it  became  apparent  that  even  noninvasive  enteropathogenic  bacteria 
encounter  immune cells already during very early stages of  infection. That’s happening due 
to  the  sampling  of  luminal  contents  by M  cells  and  dendritic  cells  at  the  gastrointestinal 
barrier. In this work interactions of EPEC with immune cells namely monocytes and dendritic 
cells were  studied.  EPEC was  found  to decrease  the  viability of human monocytes  after 5 
hours  of  infection.  This  effect  was  found  to  be  TTSS‐dependent  and  EspD‐dependent, 
however, the exact mechanisms remain unknown. Cells were dying by necrosis as was shown 
employing  lactate dehydrogenase  (LDH) assays and staining with anti‐annexin V antibodies. 
Our  current hypothesis based on  the obtained data  is  that EspD directly  causes a  viability 
decrease  due  to  its  pore‐forming  abilities.  However,  these  conclusions  have  to  be 
investigated by future research.  
    Possible  immunomodulatory effects of  EPEC were  studied using  gene expression  arrays, 
qRT‐PCR,  and  mi‐RNA  arrays.  Several  proinflammatory  cytokines  were  found  to  be 
upregulated in EPEC infected cells to a lesser extent than in the cells infected with probiotic 
E.  coli  strain.  This  effect was  observed  for  both  THP‐1  cells  and DC.  These  results  are  in 
agreement with the observation that EPEC doesn’t cause severe inflammation in the gut ‐ in 
contrast to Salmonella and Shigella. However, due to lack of time expression of not all of the 






    To  study  certain  aspects  of  host‐pathogen  interactions  at  the  gastrointestinal  barrier 





    All  in all  it  should be noted  that  interactions of EPEC and EcN with  immune  cells at  the 
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